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l.MIRODUCai.ÛN..
Los moluscoâ blvalvos constituyen uno de los alimentes 
mâs utilizados y preferldos por el hombre desde el comienzo de su 
vida sobre el planeta, hecho que esté ampliamente comprobado por 
el hallazgo de grandes residuos de conchas en las cuevas y abrigos 
utilizados por el hombre primitive. Pronto, estas especies marinas 
se empezaron a cultivar con fines comerciales. Ya en ëpoca del Im- 
perio Romane se cita por Plinio el Viejo la creacidn de bancos ar- 
tificiales de ostras con ânimo de obtener rendimiento de sus cült^ 
vos. Por otra parte Inglaterra y Galicia fueron importantes sumi- 
nistradores de este tipo de moluscos.
En la actualidad la explotacidn marisquera constituye 
una de las principales industries en muchos paises, siendo Espana 
uno de los mâs importantes en este tipo de producciôn.
Entre los moluscos bivalvos, los mejillones, por su for­
ma de vida -semisesIT y por su forma de alimentaciôn - involuntaria y 
filtrando el alimento contenido en el agua- son unas especies idéales pa­
ra su cultive, dando mayores rendimientos por unidad de ârea que 
las especies de mâs altos niveles trôficos. De esta manera, el 
Mytilus eâulis L. y Mytilus galloprovinaialis L, se cultivan con âxito so­
bre las costas de Europa central y meridional. En paises situados 
mâs al Norte corao Gran Bretana, el cultivo es menos rentable, como 
consecuencia de las bajas temperaturas que hace reducir la alimen- 
taciôn y crecimiento. En América del Norte hay poca demanda de es­
ta especie, y en Japôn no se cultiva; sin embargo, el mercado mon­
dial de este molusco puede considerarse en alza (MASON, 1.976).
La cosecha mundial de mejillones en 1.971, fue de 370.000 
Tm. constituyendo el M. edulis L. y el M, galloprovinaialis L. cultiva- 
dos sobre la costa atlântica europea un 76 por 100 de esta produc­
ciôn total y el M. galloprovinaialis L, cultivado en la costa medite- 
rrânea un 8 por 100 (FAQ, 1.972).
En Espana se comenzaron a cultivar estas especies en Bar 
celona a principios de siglo y posteriormente en la década de los 
cuarenta se introdujo su cultivo en Galicia. En la actualidad el 
cultivo en esta regiôn, es el mâs productive de nuestra peninsula, 
pudiendo considerarse la producciôn anual en 200.000 Tm. de meji- 
llôn fresco, lo que hace de Espana el primer pais del mundo en es­
te tipo de explotaciôn.
Ademâs de la importancia econômica del cultivo de meji- 
llôn en nuestra peninsula, en la actualidad se considéra que la 
producciôn de dicha especie en zonas que reunan las condiciones 
idôneas, puede ayudar no sôlo a vencer la deficiencia de proteina 
en los pueblos subdesarrollados, sino también, contribuir a dar 
una soluciôn a la escasez mundial de alimentes.
Résulta indudable que el cultivo de una especie de tal 
importancia econômica, debe basarse en el conocimiento de los fac 
tores que influyen en su nutriciôn y desarrollo; de ahi el interés
de los estudlos bioqulmicos en lo que concierne al metabolismo 
energético. La nutriciôn del mejillôn puede ser hetérogénea y dé­
pende de las disponibilidades del entorno; pero el hecho de que 
esta especie almacene una gran cantidad de glucôgeno resalta la 
importancia de las enzimas implicadas en el metabolismo de carbo- 
hldratos.
El metabolismo energético del mejillôn y su regulaciôn 
es materia en auge, como parece demostrarlo el hecho de una recien 
te revisiôn realizada por GABBOTT (1.976). El hecho mâs significa­
tive respecte al metabolismo de carbohidratos en Af. edulis L. es 
que el lactato no es el principal producto final en anaerobiosis. 
La mayor parte de los estudios realizados, han dedicado su aten- 
ciôn a investigar la regulaciôn a nivel de la encrucijada del fos 
foenolpiruvato.
La piruvatoquinasa es una enzima clave en la ruta glico- 
litica. El carâcter regulador de esta enzima ha sido puesto de ma- 
nifiesto en vertebrados (NEWSHOLME Y START, 1.973). En los moluscos b^ 
valves la piruvatoquinasa forma parte de una importante encrucija­
da metabôlica; dicha encrucijada a nivel del fosfoenolpiruvato es 
el lugar de articulaciôn de la transiciôn metabôlica aerobiosis- 
-anaerobiosis.
La piruvatoquinasa se ha estudiado en mûsculo aductor 
(DE ZWAAN, 1.972; DE ZWAAN yHOLWERDA, 1.972; HOLWERDA y DE ZWAAN, 1.973; 
HOLWERDA y col., 1.973), m a n t o  (LIVINGSTONE y BAYNE, 1.974; LIVINGSTONE, 1.975)
y  hepatopâncreas (URBIETA y RUIZ-AMIL, 1.975) de M. edulis L.; Las pro- 
piedades reguladoras de esta enzima y el carâcter irreversible de 
la reacciôn que cataliza, hacen posible el establecimiento de su 
papel regulador en M. edulis L. a pesar de su elevada actividad cata 
lltica en hepatopâncreas fCAMASELLE y col. 1.980).
Es conocido el hecho de la gran variabilidad respecto a 
la actividad, comportamiento y propiedades que présenta una misma 
enzima, no sôlo en diferentes organismes sino ademâs en las dife- 
rentes partes de estos organismes: tejidos, ôrganos e incluse di­
ferentes clases de müsculo con diferente funciôn fisiolôgica, lo 
que justifies el estudio de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn, 
ôrgano en el que esta enzima no ha sido estudiada y en el que la 
naturaleza del tejido (mûsculo lise) hace interesante su estudio, 
dadas las caracterlsticas de este tipo de mûsculo en bivalvos.
Si la importancia econômica del cultivo del mejillôn es 
un hecho indiscutible, no lo es menos otro hecho ampliamente rela- 
cionado y que puede considerarse decisive en su influencia sobre 
aquel; el problems de la contaminaciôn marina.
Son numerosas las sustancias arrojadas por el hombre al 
medio marino, que pueden considerarse como contaminantes. Dentro 
de ellas los insecticides organoclorados son una de las mas signi­
ficatives, incluyôndose en este grupo unos productos ampliamente 
utilizados por la Industrie, al menos en los ûltimos anos.
Si nos preguntamos acerca de la procedencia de estos in- 
secticidas en el medio marino se pueden considérer très vlas funda 
mentales:
- su utilizaciôn en agricultura,
- su utilizaciôn en las campanas de lucha contra el palu 
dismo y tifus (en las cuales se usan todavîa 40.000 Tm 
de DDT) y
- la utilizaciôn de estos productos en la vida corriente 
(MONOD, 1.977).
Un dato a considérer sobre lo anteriormente expuesto nos 
dice, que en Espana (1.969) fueron ordenadas 473 campanas en todo 
el pais, siendo tratadas aproximadamente seis millones de hectâ- 
reas para combatir 108 plagas y enfermedades diferentes, utilizân- 
dose 70.000 Tm. de plaguicidas agricoles.
Aunque el uso de insecticides organoclorados ha sido su- 
primido en los paises econômicamente désarroilados (Espana: B.O.E. 
24-12-1975) y reemplazados progresivamente por insecticides biodé­
gradables, los compuestos organoclorados son todavîa ampliamente 
utilizados en paises en vfa de desarrollo, debido a su bajo coste 
y a un desconocimiento de medios modernos sustitutivos.
El hecho de no ser utilizados ya estos productos en nues 
tro pais, no debe hacernos olvidar que son utilizados en nuestra 
"zona" por numerosos paises del Srea mediterranea y que el mar for­
ma parte de "un todo", con lo cual el problème se mantiene y solici 
ta vigilancia. Ademâs, el dinamismo residual de estos compuestos 
es lo que ha contribuido a que se encontrase DDT en el cîrculo po­
lar ârtico y en especies animales, que por su habitat, parecerîa 
imposible su contaminaciôn. Puede considerarse que el DDT, el in­
secticide organoclorado que ha sido usado a mayor escala, ya estâ 
repartido por toda la corteza terrestre a muy diverses niveles de 
concentraciôn. Por otra parte, la fabricaciôn de estos productos 
en el mundo en la ûltima década no se puede considérer tan insig- 
nificante como séria desear. Si nos fijamos en la producciôn anual 
de DDT en 1970, (MONOD, 1977) esta se puede cônsiderar de 100.000 Tm.
ano, siendo el principal pais productor Estados Unidos de América 
con 40.000 Tm. y produciendo Francia, Italia y Espana 5.000 Tm. ; 
es interesante tener en cuenta que la mayorla de los paises produc 
tores se han pronunciado por el abandono de la utilizaciôn de DDT 
en su territorio, y que la producciôn es exportada en un 90 por 100 
hacia paises como India y China que son los principales importado- 
res de DDT. En un reciente estudio (DIKSHITH, 1978) realizado en la 
India, se ha descrito la existencia de residuos de DDT en casi to- 
dos los alimentes, con niveles que pueden considerarse altos (8-83 
ppm.) en 36 de 120 muestras examinadas.
Como hemos sehalado anteriormente, una cantidad no des- 
preciable de insecticides organoclorados se encuentran en el mar y 
a pesar de que las dosis que puedan encontrarse en mares y océanos 
no parecen a primera vista tôxicas, hay que tener en cuenta la gran 
capacidad de concentraciôn de estos insecticides por los seres vi­
vos, de tal manera que aunque se encuentren en bajas concentracio-
nés en el agua, no puede descartarse su papel nocivo en los orga- 
nisraos de dicho habitat.
Los moluscos bivalvos, presentan una gran sensibilidad 
a los compuestos organoclorados, siendo los mejillones, ampliamen­
te distribuidos en el globo terrestre, usados en muchos casos como 
organismos indicadores de la contaminaciôn marina (GOLDBERG y col., 
1.978).
Con ocasiôn del naufragio del ''Erkowif (barco sudanés, 
transportador del insecticide "Dieldrin-Abavit"), en aguas de la ba- 
hia de La Coruna, se ha podido comprobar que el M. edulis L. es ca- 
paz de concentrer en pocos dias mil veces el dieldrîn présente en 
el agua, asi como que se necesitan dos meses como mfnimo para que 
la cantidad de dieldrin acumulada baje de 7 ppm. a 0,7 ppm.
Aunque a veces los insecticides se han utilizado para la 
eliminaciôn de ciertos parSsitos nocivos a los moluscos, no obstan 
te se ha podido comprobar que afectan de muy diverse manera al de- 
sarrollo normal de las especies comerciales, causando su muerte en 
gran escala.
Desde el punto de vista econômico es de gran importancia 
la protecciôn de las especies de moluscos que se cultivan con fi­
nes comerciales y de aquellas especies marinas que constituyen la 
riqueza natural de una deterrainada regiôn. Teniendo en cuenta que 
los residuos de estos insecticides organoclorados en moluscos bi-
valvos, no son destruidos en las preparaciones culinarias, ni eli- 
minados en la esterilizaciôn industrial, pueden crear un serio pro 
bleroa para la exportaciôn de estos moluscos, asi como para el con­
sume nacional. Los efectos de estos insecticidas sobre dichos ani­
males filtradores, son muy variados pudiendo alterarse numerosos 
procesos enzimâticos por su presencia.
En consecuencia, aunque el uso de estos insecticidas ba­
ya sido restringido, su persistencia en el medio y su alto dinamis 
mo residual, junto con la capacidad de concentraciôn de sus resi­
duos por los seres vivos y de su baja tendencia a la eliminaciôn 
de los mismos, hace interesantes los estudios de toxicidad de es­
tos compuestos sobre el mejillôn, fundamentalmente a nivel de su 
metabolismo energético.
Por otra parte, la mayorîa de los trabajos realizados 
acerca de la influencia de insecticidas organoclorados sobre las 
enzimas implicadas en el metabolismo de carbohidratos (1.5.2.), han 
sido llevados a cabo en ratas, median te experiencias "in vivo", por 
adiciôn de una determinada dosis de estos compuestos en la dieta.
Es pues de interés, cônsiderar si la influencia de insecticidas or- 
ganoclorados se realiza a nivel de las actividades enzimâticas, me- 
diante el estudio de su influencia en experiencias llevadas a cabo 
"in vitro", y si su efecto en el mejillôn puede ser anâlogo al obse£ 
vado en mamîferos.
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1.1. MoRFOLOGfA, D E S A R R O L L O  Y D I S T R I B U C I Ô N  DE M y T I L U S  E D U L I S  L.
El género Mytilua L. clasificado en 1758, pertenece a la 
familia Mytilidae que data del Triâsxco- La clasificaciôn realizada 
por Linneo era considerablemente amplia y contenïa varias especies 
diferentes que en la actualidad se incluyen en otros géneros. 
SOOT-RYAN (1955) reconoce cuatro especies; Mytilua edutis L,, Mytilus 
aalifomianua C., Mytilua arassiteata L. y Mytilus giganteus N., considerando 
la existencia de sais subespecies entre las que se encuentra el 
Mytilus galloprovinoialea L.
La especie Mytilus edutis L., objeto de los trabajos de la 
présente memoria, es una de las mâs abundantes dentro de la familia 
Mytilidae y se encuentra formando densas poblaciones ampliamente di£ 
tribuidas.
La forma subtriangular que presentan los individuos perte^ 
necientes a esta especie, es debida a su condicidn anisomiaria, con 
el mûsculo anterior muy reducido y el posterior, en posicidn subcen 
tral, muy desarrollado. El hecho de ser animales que se fijan median 
te las secreciones de naturaleza protéica, de una glândula bisôgena, 
ha condicionado su carâcter anisomiario. La uniôn de estos filamen- 
tos bisôgenos al sustrato, permite a esta especie bivalva ser capaz 
de resistir los movimientos de agua y tensiones impuestos por las 
fuerzas raecânicas a las que el animal estâ expuesto.
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Los cambios experimentados a lo largo de su evoluciôn, 
refiejan una adaptaciôn larvaria a la vida sedentaria, manifestada 
en la adquisiciôn de un ôrgano de fijacidn, el biso, que es segre- 
gado por una glândula bisôgena situada en la base del pie. Esto jus 
tifica en cierta forma la atrofia progresiva del mûsculo aductor 
anterior, hecho comprobable en el curso de la evoluciôn, originândo 
se formas anisomiarias. i
Reproduccidn y desarrollo.
El término "ciclo reproductive" se define como la serie com­
pléta de acontecimientos desde la activaciôn de las gdnadas median- 
te la gametogénesis hasta la freza y posterior descanso de las mis- 
mas. Se pueden reconocer cuatro amplios estados en el ciclo repro­
ductive: desarrollo, maduraciôn, freza y descanso. El desarrollo de 
las gônadas comienza hacia octobre o noviembre y la gametogénesis 
tiene lugar en invierno. Durante los meses de primavera hay un pério 
do de freza parcial seguido de râpida gametogénesis, hasta que al 
principio del verano las génadas estân completamente maduras, El ci 
cio estâ sujeto a considerables variaciones anuales y estacionales. 
Durante la gametogénesis, estos animales se ven muy afectados por 
los cambios osméticos y de salinidad del medio, aumentando los proce 
SOS de neurosecreciôn, que pueden ser considerados como ciclos cor- 
tos secretores y que posibleraente corresponden a descargas de media
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d o r e s  q u l m i c o s  c o m o  la a c e t i l c o l i n a  y la 5 - h i d r o x i t r i p t a m i n a . E x i s ­
te u n a  s i n c r o n i z a c i ô n  e n t r e  el c i c l o  s e c r e t o r  y el c i c l o  s e x u a l  
(LUBET, 1955; LUBET, 1965; LUBET y PUJOL, 1963), a u m e n t a n d o  la a c t i v i d a d  se 
c r e t o r a  de los g a n g l i o s  c e r e b r o l d e o s  en la fa se  d e  m u l t i p l i c a c i ô n  
d e  l as g o n i a s  y  e x i s t i e n d o  e n  la f a s e  d e  r e p o s o  s e x u a l  u n a  d i s m i n u -  
c i ô n  d e  la n e u r o s e c r e c i ô n .
Por lo que respecta a la sexualidad, aparté de un ocasio- 
nal hermafroditismo, el mejillôn (Mytilus edulis L.) es un organisme 
dioico, presentando las hembras un color vivo y anaranjado y un tono 
mâs pâlido y amarillento los machos. En ambas clases de individuos, 
los conductos reproductives de las gônadas se unen en un conducto 
comûn, por el que los ovules o el esperma se liberan espontâneamen- 
te al exterior en el tiempo de la maduraciôn, y la fecundaciôn tiene 
lugar en el agua.
En las fases que se suceden a lo largo del desarrollo, el 
primer estadio corresponde a una larva trocôfora, a la que sucede 
una larva veliger antes de la secreciôn, por la glândula conchifera 
de la primera concha larval. Sucede inmediatamente la formaciôn de 
una segunda concha, que présenta Ifneas de crecimiento y es segrega 
da ciclicamente por el manto. Una vez que la segunda concha ha co- 
menzado a formarse, la larva recibe el nombre de "veliconcha". En e£ 
te estadio la locomociôn se realiza por medio de un lôbulo velar, 
pero a medida que la larva se aproxima a la metamorfosis, desarrolla 
un organo pedal y cuando éste llega a ser funcional, se la denomina 
"pedivel iger". En este estado larval, existen asociadas con el pie
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nueve clases de glândulas, cada una con un papel especlfico en el 
asentamiento de las larvas.
En la metamorfosis se produce la secreciôn de los filamen 
tos bisales (LANE y NOTT, 1975), la desapariciôn del velo, la forma­
ciôn de los palpos labiales y la reorientaciôn de la cavidad del 
manto. Después de la metamorfosis, comienza la secreciôn de la con­
cha de adulto y a este estado postlarval se le conoce con el nombre 
de plantigrade.
STRAHMAM (1974) y CRISP (1975) , han estudiado las venta- 
jas que pueden presenter los varies tipos de desarrollo larval en 
invertebrados marinos. En el case de los mejillones, sehalan que en 
su estrategia reproductiva hay alta fecundidad, fertilizaciôn exter 
na, y una ventaja trôfica ya que las larvas se allmentan de organis 
mes en suspensiôn; todo lo cual lleva consigo majores posibilidades para 
una amplia dispersiôn y una mâs râpida recuperaciôn del dano a una 
poblaciôn, puesto que las larvas recolonizan el ârea desde fuera.
Respecte a los dates bioqufmicos en tejidos larvales de 
M. edulisf una de las caracterîsticas que mâs llama la atenciôn, es 
la alta proporciÔn de lipides y la relativamente baja proporciôn de 
hidratos de carbone. La energla producida por los lipides en su ca­
tabolisme équivale al doble del rendimiento energético obtenido cuan 
do se catabolizan protelnas o hidratos de carbono, lo que supone una 
ventaja del almacenamiento de lipides en las larvas (CRISP, 1975). 
Ademâs , es claro que se necesita un considerable almacén de llpi-
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dos y/o protelnas para que las larvas sean capaces de sobrevivir du 
rante un dia o dos sin allmentarse. Los llpidos derivan en parte de 
la hembra progenitora y son deposltados en el huevo durante la vite 
logénesis y en parte proceden del alimente asimilado durante la 
vida larval.
La duraciôn de la vida larval, varia con la temperatura y 
el alimente. Las larvas de M. edulis, que nadan libremente en su me­
dio, pueden retardar su establecimiento hasta que encuentran un sus­
trato aceptable, alargando el tiempo de duraciôn de su existencia 
planctônica. BAYNE (1964), senala que los mejillones pasan sucesiva 
mente del plancton a otros lugares de uniôn temporales sobre algas 
filamentosas y de aqul, mediante una fase secundaria pelâgica, a 
ties de uniôn permanentes sobre lechos de adultos ya establecidos.
DistribuciÔn geogrâfica y local
Algunos factores taies como la salinidad o disponibilidad 
de un sustrato adecuado pueden limiter la abundancia de una especie, 
pero es fundamentalmente la temperatura del agua del mar, el factor 
que détermina la distribuciôn de organismes marinos. La temperatura 
puede afectar tanto la supervivencia de larvas y adultos como el corn 
portamiento reproductive y los procesos que tienen lugar durante la
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metamorfosis y por ello, résulta declsiva en la distribuciôn global 
de las especies. Este es el caso del M. edulis, encontrândose que en 
su distribuciôn, el limite por el hemisferio Sur coincide aproxima- 
damente con la superficie isoterma de 27°C, limite que estâ de acuer 
do con la temperatura mâxima conocida para la supervivencia de aduJL 
tos. En el hemisferio Norte no estâ claramente definido, pero puede 
citarse el caso del fiordo Hebrôn en la peninsula del Labrador, don 
de los mejillones permanecen congelados a -20“C de sels a ocho me- 
ses durante el ano (WILLIAMS, 1970). Esta especie se encuentra exten 
dida por todas las costas de Europa, siendo Espana, Holanda y Fran­
cia paises que sobresalen en este tipo de producciôn.
M. edulis se localize en aguas litorales y sublitorales po 
co profundas, tanto en litoral abierto como en estuarios de aguas 
salobres. Vive de forma semisesil sobre diferentes sustratos: rocas, 
guijarros, arena compacta, etc., en general se adhiere a cualquier 
objeto que le proporcione un anclaje suficientemente seguro, resis- 
tiendo el oleaje y si este llega a ser muy fuerte, consigne refor- 
zar el biso.
El l i m i t e  s u p e r i o r  d e  d i s t r i b u c i ô n  en la z o na  l i t o r a l  e s ­
tâ m a r c a d o  p o r  f a c t o r e s  f i s i c o s  t a i e s  c o m o  la e x p o s i c i ô n  al a i r e  y 
la d e s e c a c i ô n .  E n  l i t o r a l e s  s u a v e s  p e r o  r o c o s o s  es m â s  f â c i l  la s u ­
p e r v i v e n c i a ,  p u e s  d u r a n t e  la m a r e a  b a j a  se f o r m a n  f r e c u e n t e s  c h a r -  
c o s  q u e  r e t i e n e n  la huroedad e i m p i d e n  la d e s e c a c i ô n  d e  los o r g a n i s ­
m e s  q u e  h a b i t a n  e n  e s t a  zona.
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1.2. M u S C U L A T U R A  y F U N C I Ô N  DEL PIE DE MEJILLÔN (MYTILUS EDULIS L.)
Aunque la musculatura de moluscos puede considerarse primi^ 
tiva, sus mûsculos en algunos casos son capaces de actuar de forma 
anâloga a los de animales superiores, incluyendo los vertebrados, 
si comparamos el desarrollo de tensiones y duraciôn de las contrac- 
ciones. La mayor parte de sus actividades son realizadas por mûscu­
los no estriados, lo que acentûa su importancia, Pero el mâximo in- 
terés descansa en el hecho de que los moluscos bivalvos tienen re­
sue 1 to un problema que no parece haber sido abordado con éxito por 
ningûn otro filo, ya que pueden mantener altas tensiones taies como 
la necesidad de cerrar las conchas durante périodes muy prolongados, 
sin un alto gasto de energla. No es sorprendente en consecuencia, 
el interés de la fisiologia y la bioqulmica en estos mûsculos que 
presentan propiedades ûnicas (HOYLE, 1957; HANSON y LOWY, 1960).
La mayor parte de los mûsculos estân compuestos por célu- 
las uninucleadas, pequenas y no estriadas- También se encuentran fi­
bres estriadas en los mûsculos aductores de los lamelibranquios, los 
cuales estân compuestos en general de dos partes: una lenta y otra 
de aspecto vitreo con fibras estriadas de contracciôn râpida. Los 
dos tipos de fibras musculares, estân a veces separados por lâminas 
de tejido conectivo pero esta divisiôn no es muy clara y como ocu- 
rre en Los mûsculos aductores de M. edutis las fibras lisas y estria 
das estSn intermezcladas.
18
Los mûsculos aductores presentan una actividad ritmica, 
es decir, un perîodo de relajamiento seguido de contracciôn râpida 
que provoca el cierre de las vâlvas. Las fibras nacaradas mantienen 
las valvas cerradas durante largas horas y se dice que sus fibras 
son tônicas realizando una tetanizaciôn fisiolôgica. Las partes vf- 
treas con capaces de contracciones râpidas pero no duraderas. El 
ritmo lento del mûsculo aductor posterior parece tener por origen 
una causa intrinseca del propio mûsculo. El ritmo râpido del aduc­
tor anterior estâ sometido al control de los ganglios pleurocerebra 
les.
Musculatura del pie del mejillôn (Mytilus edulis L.),
El pie y su forma terminal viene determinada por unos mû£ 
culos llamados retractores posteriores que se apoyan sobre las val­
vas, entre dos lâminas una interna y otra externa. El espacio entre 
las lâminas internas estâ ocupado por un tejido conectivo, cruzado 
por fibras finas de un mûsculo transversal capaz de cargarse con 
sangre hemocélica. Los retractores anteriores, que estân situados 
respectivamente a un lado y a otro de la lâmina externa, sirven co­
mo protractores. El mûsculo retractor anterior puede tomarse como el 
arquetipo de mûsculo liso de molusco capaz de contracciones prolonge 
das.
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Los mûsculos lisos constan de dos clases de filainentos: 
uno grueso y otro fino. Se ha sugerido una similitud esencial en el 
mecanismo bâsico de contracciôn de estos mûsculos (retractor ante­
rior del pie de mejillôn) y de mûsculo esquelético de vertebrados. 
En ambos tipos de mûsculos, hay movilidad de los filamentos finos y 
gruesos que estân entremezclados; pero también hay una diferencia 
fundamental que consiste en la capacidad de los filamentos gruesos 
en el mûsculo liso de moluscos, para desplazarse, puesto que no es­
tân estructuralmente ligados por completo como lo estân en mûsculo 
estriado. Esto podrîa explicar el mayor poder de extensiôn y la ma­
yor capacidad de acortamiento del mûsculo liso.
Funciôn del pie de mejillôn (Mytilus edulis L.).
Los moluscos bivalvos, que han cambiado de la forma de vi^  
da primitive infaunal a la forma epifaunal actual, pueden normalmen 
te desplazarse sobre un sustrato duro. Este es el caso del M, edulis 
que logra, como ya hemos indicado, su fijaciôn por medio de filamen 
tos bisales. La secreciôn de la glândula bisôgena fluye hacia el 
sustrato por un surco en el pie. Al endurecerse la fibra a causa de 
su exposiciôn al agua del mar, el pie se retira, dejando el filamen 
to anclado al sustrato por uno de los extreraos y a la abertura del 
biso por el otro. Un mûsculo retractor permite al animal empujar en
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sentido contrario al de su anclado. Asî el M. edulis unido bisalmen- 
te puede lanzar el pie turgente contra el sustrato, as! como tirar 
violentamente de los filamentos bisales y aplicando la superficie 
del pie al sustrato, tirar de la concha hacia adelante en movimien­
tos ritmicos, extensibles y retrâctiles.
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1,3. G l i c o l i s i s  y  s u  c o n t r o l  m e t a b o l i c o .
En general el término glicolisis se usa convencionalmen- 
te para describir la secuencia de reacciones involucradas en la de 
gradaciôn de carbohidratos en la célula. Es conocido que la clâs^ 
ca via de Embden-Meyerhof actua también en bivalvos y la glucosa 
es degradada a fosfoenolpiruvato (PEP) por las reacciones glicolî- 
ticas normales, habiéndose detectado las enzimas glicolfticas de 
esta ruta en varios tejidos de bivalvos marinos (BENNET y NAKADA, 1968; 
ENGEL y NEAT, 1970). El destino posterior del PEP depende de que la 
degradaciôn continue aerébicamente -conversién del PEP en piruvato 
y entrada en el ciclo de Krebs- o anaerébicamente en cuyo caso el 
PEP es convertido en alanina, via piruvato, y en succinato, via 
oxalacetato (OAA) y ciclo de Krebs en sentido contrario al normal- 
mente operativo.
En la figura 1 pueden verse las rutas metabôlicas de gl 
colisis y gluconeogénesis tal y como se ha establecido que operan 
en tejidos de vertebrados. En la secuencia glicolftica hay très 
etapas o reacciones de control fisiolôgicamente irréversibles: las 
catalizadas por hexoquinasa (HK), fosfofructoquinasa (PFK) y piru- 
vatoquinasa (PK). Estas très reacciones exclusives de la glicoli­
sis (SCRUTTON y UTTER, 1.968), constituyen barreras energéticas que 
impiden que la glicolisis pueda tener lugar en sentido inverso, 
Estos pasôs insalvables fisiolégicamente, son soslayados en la glu 
coneogénesis por la glucosa-6-fosfatasa (G-6-Pasa) , fructosabifosfa 
tasa (FbPasa) y la actividad combinada de la fosfoenolpiruvatocar-
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Figura 1 - Vias inetabolicas de glicolisis y gluconeogéne 
sis. Se senalan los principales precursores 
gluconeogénicos en los vertebrados. Segûn 
SCRUTTON y UTTER (1968) .
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b o x i q u i n a s a  (PEPCK) y  p i r u v a t o c a r b o x i l a s a  (PC) r e s p e c t i v a m e n t e ,
A  p a r t i r  de d a t e s  d e  v e l o c i d a d e s  c a t a l i t i c a s  m S x i m a s ,  se 
p u e d e  p r e d e c i r  c u a n d o  las r e a c c i o n e s  s on i r r é v e r s i b l e s  o de c o n ­
t rol, ya q u e  generalraente e s t a s  e n z i m a s  t i e n e n  b a j a s  a c t i v i d a d e s .
E s t o s  d a t o s , j u n t o  c o n  los de c o c i e n t e  de a c c i ô n  d e  m a s a s ,  p e r m i -
t e n  d é f i n i r  s 6 1 o  a HK y P F K  c o m o  e n z i m a s  de c o n t r o l  e n  v e r t e b r a d o s .  
P K  p r é s e n t a  un p r o b l e m a ;  de a c u e r d o  c o n  los d a t o s  c a t a l i t i c o s ,  p e r  
t e n e c e  al g r u p o  de las e n z i m a s  d e  a l t a  a c t i v i d a d ,  p e r o  l os c o c i e n -  
t es de a c c i d n  de m a s a s  y los d a t o s  c i n é t i c o s  s o b r e  c o n t r o l  a l o s t é -  
r i c o  en h l g a d o  (CARBONELL y col., 1.973) s u g i e r e n  q u e  c a t a l i z a  u n a  
r e a c c i d n  i r r e v e r s i b l e .
En los bivalvos, las enzimas HK, PFK y PK tienen altas
actividades en comparacidn con las otras enzimas de la ruta glico-
Ittica. (BENNETT y NAKADA, 1.968), muestran que aunque PFK no es una 
enzima limitante, estâ controlada alostéricamente por ATP y es de 
esta manera como la PFK juega un papel importante en la regulaciôn 
de la glicolisis. Estudios mâs recientes sobre la regulaciôn alos- 
térica de la PK en manto y mûsculo aductor de M. edulis (DE ZWAAN, 
1.972; DE ZWAAN y HOLWERDA, 1.972; HOLWERDA y DE ZWAAN, 1.973; HOLWEROA y col., 
1.973; LIVINGSTONE y 8AYN& 1.974; LIVINGSTONE, 1.975) y de determinaciones 
de cocientes de acciôn de masas en hepatopâncreas (CAMESELLE y col., 
1.980), han mostrado que la PK es una enzima clave en el control de 
la encrucijada del PEP.
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GLICOLISIS EN CONDICIONES ANAEROBICAS.
La mayor parte de los organismes son capaces de, en ma­
yor o menor grado, obtener energla metabôlica en ausencia de oxigè 
no. En estas condiciones los hidratos de carbono constituyen el 
combustible utilizado, y el producto final de su degradaciôn es el 
lactato. Los bivalvos se encuentran, muy frecuentemente en la zona 
litoral y carecen de la movilidad necesaria para salvar los pério­
des de exposiciôn al aire a que se ven sometides durante la marea 
baja. En estas condiciones, el consumo de oxlgeno estâ limitado, y 
el métabolisme se mantiene principalmente de forma anaerôbica. La 
diferencia fundamental del métabolisme anaerôbico de los bivalvos, 
respecte a la degradaciôn de hidratos de carbono en otros organis­
mes, es que el producto final no es el lactato; se acumula princi­
palmente succinato y alanina (CHEN y AWAPARA, 1.969; STOKES y AWAPARA, 
1.968; HAMMEN, 1.969; MALANGA y AIELLO, 1.972; DE ZWAAN y ZANDEE, 1.972; DE 
ZWAAN y VAN MARREWIJK, 1973a; HAMMEN, 1.975). La actividad de la lactato 
deshidrogenasa (LDH) es baja pero no estâ totalmente ausente. En 
M. edulis se ha detectado esta enzima (GADE y ZEBE, 1.973 ; VAN MARREWIJK 
y col., 1.973) y posiblemente se forma algo de lactato en condiciones 
anaerôbicas, pero résulta cuantitativamente de menor importancia, 
frente a las cantidades que se acumulan de succinato y alanina.
Diverses autores han discutido las posibles vlas para la 
conversiôn de glucosa en alanina y succinato (STOKES y AWAPARA, 1,968; 
CHEN y AWAPARA, 1.969; HOCHACHKA y MUSTAFA, 1.972; HOCHACHKA y col., 1.973; DE 
ZWAAN y col., 1.973; DE ZWAAN y col., 1.975). Como resumen puede extraerse
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el siguiente esquema general (figura 2): La glucosa se convier- 
te en PEP por la via clâsica de Embden-Meyerhof y enfonces el PEP
(no el piruvato) es el lugar de articulaciôn de la transiciôn aero
biosis-anaerobiosis. Comenzando desde la glucosa, très carbonos 
del succinato proceden del PEP y lo mismo los très carbonos de la 
alanina, mientras que el cuarto carbono del succinato procédé de 
una molécula de CO^. En M. edulis el principal punto de fijaciôn 
del CO2 es la conversiôn del PEP en OAA por la PEPCK, siendo mucho
mâs bajas las actividades de PC y enzima mâlico (VAN ÎIARREWIJK y
col., 1.973; DE ZWAAN y VAN MARREWIJK, 1973b). Asi mismo, manto, 
mûsculo aductor y hepatopâncreas de M. edulis tienen una PK activa 
(VAN MARREWIJK y col., 1.973; LIVINGSTONE y BAYNE. 1.974; URBIETA y RUIZ-AMIL, 
1.975), la cual en anaerobiosis compite posiblemente con la PEPCK 
por el PEP (DE ZWAAN y BONT, 1.975; EBBERINK y col., 1.976).
L a s  p o s i b l e s  d i f e r e n c i a s  o b s e r v a d a s ,  r e s p e c t o  a los pr o-  
d u c t o s  a c u m u l a d o s  en a n a e r o b i o s i s  (LOXTON y CHAPLIN, 1.974) p o r  los d i ­
f e r e n t e s  t e j i d o s  s o n  d e b i d a s  a su p r o p i a  f u n c i ô n  e s p e c î f i c a  en el 
o r g a n i s m e .
En la figura 2 se esquematizan las vlas por las que dis- 
curre la degradaciôn anaerôbica de la glucosa en M, edulis segûn 
proponen DE ZWAAN y colaboradores (1.973). Los productos finales 
son: succinato, glutamato y alanina. Este ûltimo parece ser un pro 
ducto final preliminar, pues se ha demostrado que el nivel de ala­
nina a las 24 horas de anaerobiosis es el mismo que después de 48 
horas, mientras que los niveles de glutamato y succinato continuan
uH A D
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Figura 2 - Degradaciôn anaerôbica de la glucosa en me
llôn (Mytilus edulis L.} (esquema propuesto por 
DE ZWAAN y col., 1973).
Explicaciôn en el texto.
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aumentando (DE ZWAAN y colaboradores 1973). A excepciôn de la alanina 
formada y de una pequena cantidad de lactato todo el PEP se trans­
forma en OAA y este se reduce a malato en el citoplasma (tal vez 
también una pequena cantidad de PEP se transforma en Acetil-CoA 
via piruvatôquinasa para permitir la formaciôn de citrato segûn el 
esquema de la figura 2). La transformaciôn de OAA en malato cubre 
la necesidad de regenerar el NAD*" que esté siendo reducido en la 
reacciôn de la gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa, la cual for­
ma parte del esquema de Embden-Meyerhof. De esta manera se conser­
va el estado redox (NADH/NAdÎ) en el citoplasma. En la mayor parte 
de los organismes no bivalvos esta funciôn es desempenada por la 
LDH que reduce el piruvato a lactato en anaerobiosis. Por esta mi£ 
ma razôn puede postularse que la formaciôn de alanina debe incluir 
la oxidaciôn de un mol de NADH por mol de aminoécido acumulado. Se 
desconoce casi todo respecto a la transformaciôn del piruvato en 
alanina.en bivalvos pero pueden apuntarse dos posibilidades: la 
existencia de una alanina deshidrogenasa, o bien la acciôn combi­
nada de la glutamatopiruvato transaminasa y la glutamato deshidro­
genasa, con el mismo resultado final.
Continuando con el esquema propuesto por DE ZWAAN, el ma 
lato entrarïa en la mitocondria y se transformerla parcialmente en 
succinato, a través de dos reacciones del ciclo de Krebs en senti­
do inverso al operativo, y parcialmente en glutamato, por medio de 
otras reacciones del ciclo de Krebs ahora en sentido normal, (has­
ta el nivel de o(-cetoglutarato, pasando al citoplasma, dando lugar 
al glutamato). Esta bifurcaciôn a nivel de malato intramitocondrial
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permite postuler el mecanismo por el que se mantiene el estado re­
dox en este compartimente: entre malato y succinato se oxida un 
NADH en la reacciôn final por cada succinato formado, y entre ma­
lato y -cetoglutarato se reducen 3NAD^ por cada glutamato formado 
(reacciones de la malato deshidrogenasa mitocondrial, piruvato. de£ 
hidrogenasa e isocitrato deshidrogenasa). Con esta hipôtesis con- 
cuerda el hecho de que se forman très moles de succinato por mol 
de glutamato en anaerobiosis.
En opiniôn de los autores, el esquema propuesto por 
ellos para el metabolismo de los hidratos de carbono en anaerobio­
sis en M. edulis présenta diversas ventajas respecto a la produc­
ciôn del âcido lâctico segûn el esquema clâsico de Embden-Meyerhof:
a) el âcido succînico es un âcido mâs débil que el âcido lâctico y 
su acumulaciôn en el fluido extrapaleal provocarla un menor ataque 
del carbonato câlcico de la concha; b) el âcido succînico como in- 
termediario del ciclo de Krebs, puede ser oxidado fâcilmente al 
restablecerse las condiciones aerôbicas; c) la formaciôn de alani­
na favorece la "destoxicaciôn" deNH^.El amoniaco es el principal 
producto final del catabolismo de protefnas y es excretado en el 
agua del mar en condiciones aerôbicas; d) con la reducciôn de fuma 
rato a succinato se introduce una posibilidad nueva para la produc 
ciôn de ATP a partir de glucosa.
La respuesta del metabolismo de M. edulis en condiciones 
anaerôbicas, mantiene actuaImente un gran interés, investigândose 
en estas condiciones, los productos que se acumulan, las diferen-
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cias existentes en diferentes tejidos, asî como la variaciôn con 
el tiempo y las estaciones, y comparando la respuesta en otros or­
ganismes respecto a las condiciones anaerôbicas.
Una reciente revisiôn realizada por DE ZWAAN y WIJSMAN 
(1976), indica que durante el metabolismo anaerôbico se acumulan, 
alanina, piruvato, octopina, succinato, lactato, acetato, propiona 
to y CO2• WIDDOWS y col., (1979) encuentran que los principales 
productos acumulados son alanina, succinato y propionato, que son 
los mismos que los detectados por KLUYTMANS y col. (1977), quienes 
observan variaciones considerables respecto a los niveles inicia- 
les en los productos acumulados y en los diferentes tejidos de 
M. edulis. AHMAD y CHAPLIN (1979) plantean su estudio respecto a las 
variaciones estacionales en el metabolismo anaerôbico de M. edulis.
CONTROL METABOLICO DE LA GLICOLISIS.
Los mayores avances sobre regulaciôn metabôlica, se han 
conseguido en los ûltimos diez o quince anos, siendo uno de los lo 
gros mâs significativos de la énzimologla, la identificaciôn de las 
enzimas reguladoras que hacen posible el control y la integraciôn 
de la actividad de sistemas multienzimâticos. Asî, actualmente es 
posible presenter un cômputo generalmente aceptable para el control 
del metabolismo de carbohidratos. La regulaciôn metabôlica, es un 
mecanismo de control que relaciona las rutas metabôlicas con las 
condiciones bioquîmicas particulares de la cëlula y eventuaImente 
con las necesidades de los organismos; taies puntos de regulaciôn
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son lugares para la interacciôn con el medio ambiante externo, dan 
do lugar a cambios evolutivos y a diferencias entre las especies.
Como ya hemos indicado, la regulaciôn metabôlica estâ 
ampliamente relacionada con el control de actividades enzimâticas 
y hay dos formas por las que se puede lograr: control de la canti­
dad de enzima y variaciôn de la actividad de la enzima. El primer 
método es lento y représenta el control "grosero”. El segundo es râ­
pido y constituye el control "fino" o modulaciôn de la actividad 
enzimâtica. En cualquier secuencia de reacciones bioquîmicas, ta­
ies como la ruta glicolîtica, solamente determinadas enzimas actûan 
como contrôles metabôlicos. Las enzimas reguladoras estân situadas 
estratégicamente, bien al comienzo de la ruta metabôlica, o bien 
en un punto de ramificaciôn donde dos o mas caminos divergen. Este 
ûltimo criterio ha sido usado para identificar PK y PEPCK (HOCHACHKA 
y MUSTAFA, 1972), como enzimas reguladoras.
Si la concentraciôn de sustrato de una enzima, en una 
reacciôn irreversible cambia en sentido contrario al flujo, es de­
cir, si cuando aumenta la concentraciôn de sustrato el flujo decre 
ce o viceversa, la enzima es reguladora. Sin embargo no se puede 
concluir diciendo que una enzima no es reguladora simplemente por- 
que la concentraciôn de sustrato y el flujo cambian en la misma di- 
recciôn. Una enzima reguladora se puede définir (NEWSHQLME y START, 
1973), como una enzima que cataliza una reacciôn irreversible y cu- 
ya actividad puede ser controlada por otros factores ademâs de la 
concentraciôn de sustrato. Uno de los mâs importantes de estos fac
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tores, es la regulaciôn "feed-back", pudiendo extenderse el mismo 
concepto a activaciôn "feed-forward" por el sustrato y en sentido mâs 
amplio al control por cualquier modulador metabôlico especîfico.
En la mayor parte de los casos las moléculas que actûan 
como moduladoras no tienen relaciôn estructural con los sustratos 
o productos de las enzimas que ellas regulan. Entonces, las enzi­
mas reguladoras tienen diferentes lugares de uniôn para el sustra­
to y para los distintos moduladores. Los sitios para la uniôn del 
modulador se llaman alostéricos (significando estéricamente dife­
rentes) , para senalar su separaciôn del centro catalltico. Hay dos 
importantes propiedades cinéticas de enzimas reguladoras o alosté- 
ricas: a) que la variaciôn de la velocidad de la reacciôn enzimât_i 
ca con respecto a la concentraciôn del sustrato da lugar a repre- 
sentaciones sigmoidales y no hiperbôlicas; la constante de Michae- 
lis aparente es reemplazada por el valor de ^ , que es la con­
centraciôn de sustrato que da la mitad de la velocidad mâxima,
b) el efecto de moduladores positivos o negativos, disminuye o au­
menta el valor de la Kg^ g. En el caso de moduladores positivos la 
enzima es capaz de funcionar a una velocidad mâs prôxima a su velo­
cidad mâxima y es mâs sensible a pequenos cambios en la concentra­
ciôn de sustrato. Ocurre lo contrario para un modulador negativo y 
la velocidad catalîtica se reduce. La mayor parte de los regulado- 
res metabôlicos hacen dos funciones: actûan como intermediarios en
el camino metabôlico y como reguladores especîficos de enzimas "cl^
#
ve" en otro lugar de la ruta.
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Las enzimas clave que regulan el flujo de intermediarios 
glicollticos, son como ya hemos indicado, HK, PFK y PK. Entre las 
enzimas clave de glicolisis en bivalvos marinos (M. edulis), se ha 
prestado la mayor atenciôn al control a nivel de la encrucijada 
del PEP y sobre todo en las propiedades cinéticas de la PK y PEPCK.
NEWSHQLME y START (1973), han discutido los mecanismos 
de regulaciôn de glicolisis y gluconeogénesis en hlgado y mûsculo 
de vertebrados, relacionândolo con el hecho de que el mûsculo es 
glicolîtico mientras que el hlgado es glicolltico y gluconeogénico, 
lo cual impiica un control a nivel de tejido. De la misma manera, 
el significado fisiolôgico del mecanismo de control para glicoli­
sis y gluconeogénesis en M. edulis, depende de las funciones bâsicas 
de los ôrganos del cuerpo.
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1.4. P r o p i e d a d e s  de la P i ru v a t ô q u i n a s a .  P i r u v a t ô q u i n a s a  en I^yti- 
L us E d u l i s  L .
La PK (ATP: piruvato fosfotrasferasa, EC 2.7.1.40), estâ 
ficmeraente establecida como una enzima reguladora en muchos orga­
nismos y tejidos, incluyendo higado, rinôn y mûsculo de mamîferos 
(SEUBERT y SCHONER, 1971), leucocitos y eritrocitos humanos (VAN BERKEL 
y KOSTER. 1973; BLACK y HENDERSON, 1972), levadura (HAECKEL y col., 1968) y 
bacterias (CORNISH y JOHNSON, 1971; TOUMINEN y BERNLOHR. 1971). Por su im­
portancia biolôgica no es sorprendente encontrar que la piruvato- 
quinasa esté su jeta a ambos tipos de contrôles "grosero" y "fino", 
incluyendo una variedad de mecanismos utilizados por los diferen­
tes organismos en respuesta a necesidades metabôlicas especificas.
La PK cataliza la reacciôn entre PEP y ADP dando piruva­
to y ATP
PKPEP + ADP ----------------piruvato + ATP
Es una enzima clave, responsable del mantenimiento de un 
balance dinâmico entre glicolisis y gluconeogénesis y su papel re- 
gulador aparece mâs claramente cuando se considéra su posiciôn en 
el conjunto metabôlico celular: por una parte produce energla du­
rante el catabolismo de la glucosa y por otra puede considerarse 
como via ûnica entre dos compuestos PEP y piruvato, localizados en 
puntos clave del metabolismo.
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Aunque en general las hexosas fosforiladas, nucleôtidos 
de adenina y aminoâcidos parecen ser los moduladores mâs especîfi­
cos de la PK, los patrones de regulaciôn de esta enzima son signi- 
ficativamente diferentes para cada tipo de organismos.
La PK de mamîferos y levaduras y algunas bacterias resu_l 
ta fuertemente activada por la FbP (MALCOVATTI y KORNBERG, 1969;
STEWART y MOORE, 1971; KAPOOR y TRONSGAARD, 1972; KAPOOR, 1974; KAPOOR, 1975). 
Otros tipos de bacterias no experimentan esta regulaciôn, siendo 
los principales reguladores en estos casos AMP y ATP (TOUMINEN y 
BERNLOHR, 1971; IDE, 1970).
Con respecto a los mecanismos de regulaciôn descritos 
para las enzimas "clave" de las rutas metabôlicas, es conveniente 
destacar en muchos casos la presencia de formas isoenzimâticas de 
una determinada enzima que difieren entre sî entre otras propieda­
des en su mecanismo de regulaciôn. Asî pues, es frecuentemente 
observada en tejidos de mamîferos la presencia de isoenzimas que 
difieren en su sensibilidad a varios metabolitos (JACOBSON y BLACK, 
1971). Mientras la mayor parte de las clasificaciones de estas 
isoenzimas se han basado en pruebas electroforéticas, se ha podido 
ver, como se ha indicado antes, un acentuado contraste en las pro­
piedades reguladoras de la PK de hîgado que muestra diferente tipo 
de regulaciôn que la enzima de mûscûlo (TANAKA y col., 1965; TANAKA y 
col., 1967; TAYLOR y BAYLEY, 1967; PASSERON y col., 1967; SEUBERT y col., 1968; 
LLORENTE y col., 1970).
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Estudios cinéticos de PK (CARBONELL y col., 1973), han 11e- 
vado a la identificaciôn de très clases de isoenzimas con diferen­
cias cualitativas en sus propiedades reguladoras: la clase "L", 
fuertemente regulable, es el mayor components en hîgado, y muestra 
cinéticas marcadamente sigmoidales con respecto a la concentraciôn 
del sustrato PEP, inhibiciôn alostérica por ATP y alanina y activa 
ciôn por FbP, la clase "A" presents en tejido adiposo ""(MARCO y col., 
1971) y que constituye el mayor components en rinôn, muestra curvas 
de saturaciôn por sustrato ligeramente sigmoidales y es inhibida 
alostéricamente por alanina y activada por FbP; la clase "M" pré­
sente en mûsculo y cerebro, no manifiesta las anteriores propieda­
des reguladoras.
El creciente nûmero de formas distintas de PK en tejidos 
animales, hace conveniente el estudio del control metabôlico a nivel 
de la enzima, para agruparlas en clases de acuerdo con sus propie­
dades reguladoras. Estas clases no son ûnicamente variedades con­
formée ionales de una enzima, pudiendo incluir, isoenzimas diferen­
tes en el sentido restringido de diferencias determinadas genética- 
mente en la estructura primaria (lUPAC - lUB, 1971).
PIRUVATOQUINASA EN MYTILUS EDULIS L .
En M. edulis la enzima PK tiene propiedades que son muy 
similares a las de la enzima descrita como clase "L", Las propie­
dades cinéticas y reguladoras de la PK de M. edulis han sido descr_i* 
tas para el mûsculo aductor (DE ZWAAN, 1972; DE ZWAAN y HOLWERDA, 1972;
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HOLWERDA y DE ZWAAN, 1973; HOLWEROA y col., 1973) y para la enzima de man- 
to (LIVINGSTONE y BAYNE, 1974; LIVINGSTONE, 1975) y hepatopâncreas (URBIE- 
TA y RUIZ-AMIL, 1975). Estas enzimas procédantes de dichos tejidos en 
M. edulisj son inhibidas por alanina y ATP y activadas por FbP (fi­
gura 3 ) . Hay algunas diferencias sin embargo, entre las enzimas M. 
edutis y la del hîgado de rata con respecte a la influencia de la 
concentraciôn de protones sobre la velocidad de reacciôn dependien 
te de la concentraciôn de sustrato, asf como en la influencia del 
pH sobre la activaciôn por FbP (DE ZWAAN y HOLWERDA, 1972; HOLWERDA y DE 
ZWAAN, 1973; LIVINGSTONE y BAYNE, 1974).
Con respecte a las mencionadas enzimas de mejillôn, la 
adiciôn de FbP cambia la cinëtica de sigmoidal a hiperbdlica, re- 
sultando en una activaciôn de la PK (modulaciôn positiva). En la 
enzima procédante del manto esta activaciôn es mâs acentuada, sien 
do activada a concentraciones mâs bajas de este metabolito (LIVINGS­
TONE y BAYNE, 1974). La alanina es un potente inhibidor de la PK, que 
produce un aumento de la sigmoidicidad de la curva y del valor de 
K
saparecer la inhibiciôn por alanina, obteniéndose asî una cinëtica 
hiperbôlica y  un descenso del valor de K g ^  entre los limites de 
concentraciones fisiolôgicas de sustrato (PEP) y modulador, la ac- 
tividad de la PK séria despreciable sin la activaciôn por FbP (DE 
ZWAAN, 1972). Para la enzima del manto, el efecto conjunto de alani­
na y FbP se manifiesta de forma mâs patente con respecto a los cam 
bios de K g ^  g para PEP (LIVINGSTONE y BAYNE, 1974). Las dos enzimas 
mencionadas del mejillôn, son inhibidas por ATP, pero la inhibi-
gQ g para PEP (modulaciôn negativa). La presencia de FbP, hace de
FbP
PEP
ITP
ATP
OXALACETATO PIRUVATO
SUCCINATO ALANINA
—  Activaciôn 
Inhibiciôn
Figura 3 - Regulaciôn de la piruvatoquinasa en mejillôn 
(Nytilus edulis L.)
Segûn GABBOTT (1976)
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ci6n es contrarrestada por FbP, solo en la enzima del mdsculo aduc 
tor.
Estas propiedades descritas para M. edutis son anâlogas 
a las que se han encontrado en el molusco Crassostrea gigasy donde 
también se muestrâ activaciôn por FbP e inhibiciôn por alanina y 
ATP, para las enzimas del manto y mûsculo aductor del citado molu£ 
co, pero en arabos tejidos la PK muestra cinéticas no alostéricas, 
con representaciones lineales de Lineweaver-Burk (MUSTAFA y HOCHACHKA, 
1971).
En M. edulis, en ausencia de FbP y alanina, la enzima de 
ambos tejidos (manto y mûsculo aductor), de acuerdo con lo anterior 
mente mencionado, muestra una marcada dependencia de la velocidad 
de reacciôn a distintas concentraciones de sustrato con respecto 
al pH. Estudiada la influencia del pH sobre la actividad enzimât^ 
ca a concentraciones saturantes de sustratos se ha obtenido pHs 
ôptimos que oscilan entre 7-7,5 para la enzima del mûsculo aductor 
y 7,5-8 para la enzima del manto. En presencia de FbP se incremen­
ts la actividad de la PK a bajo pH, aplanândose el perfil de la 
curva de actividad en funciôn del pH, de tal manera que se puede 
decir que la baja actividad a altos y bajos valores de pH es con­
trarrestada por la presencia de FbP. La inhibiciôn por alanina se 
increments a valores bajos de pH, en la PK de manto, siendo esta 
inhibiciôn también contrarrestada por FbP (LIVINGSTONE y BAYNE, 1974).
Pr^cticamente, los mismos efectos de FbP con respecto a
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la actividad de la enzima en funciôn del pH, describes en M. edulis 
han sido encontrados en las enzimas de manto y mûsculo aductor de 
C. gigae (MUSTAFA y HOCHACHKA, 1971).
También se han sehalado, cambios estacionales de la ^
para el PEP en la enzima del manto de H. edulis (LIVINGSTONE y BAYNE, 
1974; LIVINGSTONE, 1975). En todos los casos estudiados la  ^ era 
mucho mâs alta en el verano que en el invierno. Este fenômeno pue­
de estar relacionado con la funciôn glicolltica y gluconeogénica 
de los tejidos del manto y es similar a lo encontrado en las enzi­
mas del manto de C. gigas. También se encuentran diferencias con 
respecto a Kg^ g para PEP en mejillones de diferentes localidades, 
que pueden estar relacionadas con los ciclos gametogénicos estacio 
nales y con las oscilaciones de temperatura ambiante. Con respecto 
a las variaciones estacionales y locales descritas, existe un pé­
riode de 3-4 meses en el verano (que corresponde al tiempo de mâx^ 
ma acumulaciôn de glucôgeno) en el que el valor de Kg^ g esté fuer 
temente aumentado en comparaciÔn con el periodo de invierno. ATKIN 
SON (1971) , explica este fenômeno indicando que cuando la gluconeo 
génesis es operative y el PEP se produce a partir de OAA, cualquier 
actividad simultânea de la PK resultaria en un ciclo fûtil a expen 
sas de ATP. En los tejidos del manto este fenômeno se anula a cau­
sa del alto valor de Kg^ g de la PK para PEP y la baja concentra- 
ciôn que existe generalmente de FbP durante la gluconeogénesis. En 
contraste, la Kg^ g para PEP de la enzima del mûsculo aductor, no 
varia estacionalmente y tiene valores bajos que son indicativos de 
una funciôn glicolitica en el mûsculo aductor.
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Résulta Interesante ademâs comparer los valores de g
para PEP de mejillones recolectados en invierno y verano, con aque 
llos obtenidos para PK de higado y mûsculo de mamlferos. NEWSHOLME 
y START (197 3) describen los valores de Kg^ g para los dos ôrganos 
de mamlferos, encontrando que el correspondiente a la enzima de hl- 
gado es considerablemente superior al de la enzima procédante del 
mûsculo. Esto proporciona una clara evidencia de que las propieda­
des cinéticas de la PK de manto en M. edulis estSn relacionadas con 
los cambios estacionales en las funciones gluconeogénicas y glico- 
llticas.
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1.5. In SECTICIDAS ORGANOCLORADOS y su i n f l u e n c i a  en EL METABOLISMO 
ANIMAL,
1.5,1. ASPECTOS GENERALES.
Los insecticides organoclorados pueden incluirse de un 
modo general dentro de los compuestos "xenobiôticos", (etimolôgica- 
mente: ajenos o extranos a la vida) es decir, aquellos compuestos 
cuyas caracteristicas estructurales en cierto modo contrastan, o 
no guardan relaciôn con la "normativa" que rige la dinâmica bioqui- 
mica de la biosfera (MASON y col., 1965).
Las caracteristicas que confieren una unidad a estos corn 
puestos, probablemente sean, el grado de biodegradabilidad y su in 
fluencia en el ecosistema. Este criterio se basa fundamentalmente 
en la siguiente consideraciôn: "cuanto mâs tarde baya aparecido, 
en el transcurso de la evoluciôn un determinado tipo molecular, me 
nor nûmero de entidades biolôgicas poseerân el dominio de sus meca 
nismos degradativos".
El fenômeno, tantas veces comprobado en los ûltimos tiem- 
pos, de la acumulaciôn de contaminantes de elevada persistencia en 
los tejidos de las especies animales superiores, demuestra que la 
dilatada vida media residual de estas estructuras, conduce a un 
desajuste entre el ritmo de su ingreso en los ecosistemas y su ta- 
sa de degradaciôn, pudiendo ser el propio desarrollo por los orga- 
nismos de mécanismes adaptatives, une de los mâs importantes facto
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res de desajuste funcional, tanto a nivel del individuo como de po- 
blaciôn y ecosistema.
El ingreso de compuestos.xenobiôticos en el raedio se pro 
duce a partir de rauy diverses orîgenes. Los desechos urbanos e in­
dustriales junte con las aplicaciones de productos fitô y zoosani- 
tarios, constituyen sin duda las contribuciones de mayor significa- 
ciôn. De cualquier manera, los xenobiôticos liberados en el medio 
quedan a dispisiciôn de una extensa gama de factores de orden fisico, 
quimico y biolôgico, cuya acciôn combinada tiende simultaneamente a 
su dispersiôn y degradaciôn (figura 4). Las intensidades relatives 
de unos y otros procesos estân relacionadas con diverses caracte- 
risticas (topogrâficas, edâficas, climSticas, etc.) del entorno en 
que se desarrollan y dependen en primer lugar de la estabilidad 
quïmica del producto que se considéré. Si esta estabilidad es baja 
y moderada, muchos de los mecanismos transportadores pueden contri- 
buir de un modo apreciable a su degradaciôn. Las estructuras de 
elevada estabilidad, por el contrario, no sôlo son susceptibles de 
transferirse inalteradas o con leves modificaciones hasta sustra­
tos muy alejados de su punto de ingreso (GLOTFELTY, 1978), sino que 
al entrar en las redes trôficas, tienden a concentrarse en los ele- 
raentos de ôrdenes superiores (BALUJA y col., 1977; GONCZI y col., 1978).
La figura 5, elaborada con dates relatives al insecti- 
cida organoclorado DOT, ilustra una importante consecuencia prâcti- 
ca de estos hechos. De igual modo que entre la liberaciôn de un con 
taminante y la apariciôn de sus efectos a nivel ecolôgico media un
transporte
degradaciôn
aplicacio'n
AIRE
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SUELOAGUA
transporte
degradaciôn
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Figura 4 - Dinâmica de los compuestos xenobiôticos en 
el medio arabiente.
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Figura 5 - Retardes en la desapariciÔn del DDT en diferen 
tes compartimientos del ecosistema. Segûn 
RANDERS y MEADOWS (1972). Explicaciôn en el 
texte.
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periodo de latencia a veces muy prolongado, un anâlogo periodo de 
"retardo" transcurre entre el raomento que cesa la emisidn y el cese 
de la sintomatologla. En el caso particular senalado, significarla 
que los efectos del DDT sobre los peces no s61o no remitirlan inme 
diatamente después de que la aplicaciôn del insecticida comenzase 
a declinar, sino que se agudizarlan, alcanzando un mâximo de inci- 
dencia alrededor de los once ànos después de aquel momento (RANDERS 
y MEADOWS, 1972).
No todos los mecanismos contribuyen en la misma medida a 
la degradaciôn y desactivaciôn de los compuestos xenobiôticos. En­
tre los de orden fisico, la fotodescomposiciôn es, sin duda, el 
mâs relevante, ya que la radiaciôn ultravioleta de la luz solar es 
susceptible de alterar la configuraciôn electrônica de los compue^ 
tos con enlaces TT . Aunque las transformaciones de orden quimico, 
desempenan un papel mâs significativo, es preciso tener en cuenta 
que en la suavidad de las condiciones naturales (temperatures y 
presiones moderadas, pH prôximo a la neutralidad), incluso proce­
sos tan conocidos como la desclorhidraciôn del DDT en medio alca 
lino, o del lindano, o la epoxidaciôn de cuerpos ciclodiénicos ta­
ies como el aldrln, isodrln y heptacloro, no suponen, cuando se 
considéra la via estrictamente qulmica, demasiada importancia cuan 
titativa.
Los mecanismos de Indôle bioqulmica constituyen con toda 
seguridad, la mâs importante contribuciôn a la transformaciôn de 
los compuestos xenobiôticos liberados al medio. Se puede afirraar
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que en una gran mayorfa de los casos, los ataques que tienen lugar 
a travës de procesos raetabôlicos son mâs veloces, como correspon- 
den a reacciones catalizadas enzimâticamente y el roantenimiento de 
este tipo de procesos lleva consigo descompensaciones metabôlicas 
o desequilibrios enzimâticos que conducen a la mencionada degrada­
ciôn del compuesto extrano y constituyen una forma mâs de altera- 
ciôn de la dinâmica bioqulmica de la biosfera.
Es dificil sin embargo que en condiciones naturales, pue 
dan distinguirse claramente las contribuciones debidas a cada uno 
de los mecanismos senalados, los cuales no actüan de un modo inde- 
pendiente, sino cooperativo. En cualquier caso, constituye un he- 
cho objetivo el que la permanencia de estos compuestos extranos al 
medio, es decir, su grado de vulnerabilidad a la interacciôn de los 
factores ya considerados, varia entre amplios limites.
INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS. ;
Dentro de los compuestos xenobiôticos cuyos aspectos ge­
nerates han sido descritos, los pesticidas constituyen un amplio 
grupo de estructuras quimicas naturales y sintéticas. La amplitud 
de este grupo lleva a una divisiôn que puede realizarse en base a 
los organismos a los que va dirigida su acciôn: insecticidas, fun­
gicides, herbicides, etc. Los insecticidas pueden dividirse en 
très amplios subgrupos: 1) insecticidas organoclorados, 2) insect^ 
cidas organofosforados y 3) carbamatos.
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Los insecticidas usados en el présente trabajo: aldrîn, 
dieldrîn, endrln, p,p'- DDT y lindano, pertenecen todos al gru­
po de insecticidas organoclorados. Aldrln, dieldrln y endrln forman 
parte del subgrupo de los insecticidas ciclodiénicos. p,p'- DDT 
forma con un considerable nûmero de compuestos anâlogos de cerrada 
relacién estructural, otro subgrupo dentro de los insecticidas or­
ganoclorados. El lindano constituye el compuesto mâs importante 
dentro de los hexaclorociclohexanos.
Los insecticidas ciclodiénicos, son hidrocarburos clcli- 
cos dorados, con estructuras puente endometilénicas, preparados 
por la reacciôn de Diels-Alder a partir de hexaclorociclopentadie- 
no. El desarrollo de estos productos résulta del descubrimiento de 
Hyman en 1945 del clordano, aducto del hexaclorociclopentadieno y 
el ciclopentadieno. Todos estos compuestos son clclicos, pero a pe 
sar de su nombre genérico solamente algunos de ellos son dienos. 
Comparten un anillo comûn clclico totalraente dorado con el puente 
endométilénico también dorado uniendo los extremos del anillo y 
tienen ademâs otro ciclo què puede ser o no dorado. A veces pre- 
sentan dobles enlaces oxidados o mâs exactamente epoxidados (figu­
ra 6). El epôxido del aldrln es el dieldrln y el del isodrln es el 
endrln.
ALDRIN.
Es el nombre comûn para el insecticida técnico que con- 
tiene al menos 96 por 100 de HHDN, abreviatura para 1,2,3,4,10,10-
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-hexacloro-1,4,4a,5,8,8a-hexahldro-l,4,5,8-endo-exo-dimetanonafta- 
leno. Es un endo-exo esteroisômero de isodrln y es un producto in- 
termedio en la producciôn de dieldrln (figura 6).
DIELDRIN.
Es el nombre comûn para el insecticida técnico que con- 
tiene al menos 85 por 100 de HEOD, abreviatura de 1,2,3,4,10,10- 
-hexacloro-6,7-epoxi-l,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-l,4,5,8-endo-exo- 
dimetanonaf taleno . El dieldrln es el epôxido del aldrln y es el 
endo-exo esteroisômero del endrln (figura 6).
ENDRIN.
Es el nombre comûn para un insecticida técnico que con- 
tiene al menos 92 por 100 del esteroisômero endo-endo del dieldrln: 
1,2,3,4,10,lO-hexacloro-6,7-epoxi-l,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-l,4,
5,8-endo-endo-dimetanonaftaleno. El endrln es el epôxido de iso­
drln (figura 6).
p.p'-DDT.
Aunque el DDT fué sintetizado por Zeidler en 1874, sus 
propiedades como insecticida fueron descubiertas por Müller en 1939, 
El nombre de DDT deriv^ de su primera designaciôn qulmica: p.p'-d^ 
cloro-difenil-tricloroetano. El nombre correcto es el de 2,2-bis- 
(p-clorofenil)-1,1,1-tricloroetano (figura 6).
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Figura 6 - Insecticidas organoclorados usados en el pré­
sente trabajo.
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LINDANO.
Este compuesto fue preparado por Faraday en 182 5 y hasta 
1940 no se conocieron sus propiedades insecticidas. Se prépara por 
cloraciôn del benceno en presencia de la luz solar. El producto 
crudo es una mezcla de isômeros. El isômero Y ( Y f2,3,4,5,6-hexa 
clorociclohexano) o lindano es el mâs tôxico de todos (figura 6).
SOLOWAY (1965) ha estudiado la acciôn insecticida de nu- 
merosos compuestos ciclodiénicos, encontrando una alta actividad 
solamente, en aquellos compuestos que contienen dos centros elec- 
tronegativos situados en el piano de simetrîa que define el puente 
metilénico. Un centro electronegativo corresponde a la parte hexa- 
clorada de la molécula y el segundo centro electronegativo a un 
âtomo de oxîgeno y/o cloro. Todos estos insecticidas tienen efec­
tos sobre el sistema nervioso central. Sin embargo, como los sitios 
ricos en electrones no se consideran sitios quîmicamente activos 
(BENSON, 1969), SOLOWAY supone que son lugares para probables inte- 
racciones electrostâticas. Por ello parece que mâs que reacciones 
quimicas, suceden interacciones fisicas entre los centros electro- 
negativos de los insecticidas y el centro activo biolôgico, posi- 
blemente sobre la membrana de la célula nerviosa, pero solamente, 
cuando ocurre un acoplamiento ûtil de los dos determinado por el 
contorno critico de la molécula. Ademâs sugiere este autor que los 
epôxidos son los compuestos activos, mostrando también actividad 
insecticida aquellos otros compuestos capaces de ser realmente 
epoxidados. La casi rigida configuraciôn de estos insecticidas, so
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lubies en llpidos, es importante para el paso de estas sustancias 
a travës de las membranas y para su acciôn molecular (HATHWAY, 1965).
Con respecto al grupo del DDT, una mâxima actividad de 
la molécula, exige que esté sustituida en las posiciones -p,p'- por 
un halôgeno o una cadena corta de grupos alquilo o alcoxi. La natu 
raleza de los sustituyentes para la otra mitad del etano es tam­
bién çritica y esta parte de la molécula necesita tener una ôptima 
aflnidad frente a una hipotética proteina receptora. Esto se expre 
sa por el siguiente orden de actividad: -CCl^ -CHCl^ -CH(N02) 
CH^ ^  -CCCH^)^* Los sustituyentes sobre el carbono en c< no solamen 
te afectan la configuraciôn ôptima de la molécula sino también su 
detoxicaciôn.
En relaciÔn con lo anteriormente expuesto, hay que tener 
en cuenta, que la dinâmica bioqulmica de los compuestos organoclo­
rados, como la de cualquier otro tipo de compuestos xenobiôticos, 
serâ una résultante de su penetrabilidad a través de las membranas 
biolôgicas, de la naturaleza de las interferencias que provoque y 
las respuestas que determine en los seres vivos y de su susceptibly 
lidad al ataque de los sistemas enzimâticos de que aquellos dispo- 
nen. Ninguno de estos aspectos se encuentra hasta el momento, lo 
suficlentemente pormenorizado como para permitir unas generaliza- 
ciones convincentes en torno al problema de las correlaciones: es- 
tructura qulmica-actividad biolôgica-biodegradabilidad.
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1.5.2. INFLUENCIA DE INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS EN EL METABOLISMO 
DE CARBOHIDRATOS.
Ya hemos senalado la influencia que los compuestos xeno­
biôticos en general, pueden ejercer sobre las transformaciones de 
los constituyentes celulares a través de su efecto sobre las reac­
ciones enziraéticas responsables del metabolismo. Esta influencia se 
refleja principalmente en un aumento o disminuciôn de la sintesis de 
enzimas o bien en su efecto positivo o negative sobre la actividad 
de las enzimas existantes, como respuesta de los organismos a las 
modificaciones del medio ambiante, es decir, lo que se conoce como 
regulaciôn metabôlica. Fenômenos de este tipo se han descrito para 
el metabolismo de carbohidratos de mamlferos sometidos a tratamiento 
con insecticidas organoclorados.
Los fenômenos toxicolôgicos asociados a la ingestiôn de 
insecticidas organoclorados permanecen actualmente como un tôpico de 
vivo debate. Aunque los insecticidas organoclorados son aparemente 
tôxicos por sus efectos sobre el sistema nervioso, hay evidencia de 
que también interfieren con varies procesos metabôlicos en animales.
En relaciôn con el metabolismo de carbohidratos, TINSLEY 
(1964), encuentra que la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidro 
genasa en ratas, disminuye cuando el insecticida organoclorado DDT 
se adiciona a la dieta de estos animales.
*
PLAPP (1970) ha senalado la existencia de variaciones sig
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nificativas en el metabolismo de la glucosa, que confieren cierta 
resistencia en la mosca (Musca domestica L.) frente a insecticidas 
organoclorados. Este autor détermina las actividades de dos enzi­
mas del ciclo de las pentosas fosfato (glucosa-6-losfato deshidro- 
genasay6-fosfogluconato deshidrogenasaf, concluyendo que el trata­
miento con DDT y dieldrln estimula el metabolismo de la glucosa, 
siendo su efecto mâs acusado en la via de las pentosas. En el caso 
del DDT estos resultados confirman los estudios realizados por 
SILVA (1959) y AGOSIN (1966), en los que se muestra que existe un 
incremento por la presencia de DDT en la utilizaciôn de glucosa 
en insectos y estos les hace sugerir que los cambios en la capaci- 
dad para metabolizar glucosa puede constituir un factor importante 
en la resistencia de los insectos frente a insecticidas organoclo­
rados .
BHATIA y col., (1971; 1972 a), demuestran como resultado 
de un estudio sobre efectos metabôlicos producidos por la adminis- 
traciÔn de dieldrln a ratas, alteraciones en el metabolismo de car­
bohidratos, lo que se refleja por hiperglucemia, acidemia lâctica, 
bajada de la tolerancia a glucosa y una elevada concentraciôn en 
el plasna de âcidos grasos no esterificados. Asimismo, BHATIA 
(1972 b), ha estudiado el efecto del dieldrln sobre los sistemas 
enzimâticos de fosforilaciôn de glucosa y algunas deshidrogenasas 
de âcidos orgânicos a nivel de sintesis de enzima, asi como el 
efecto dal dieldrln sobre el metabolismo lipidico en relaciôn con 
la glucosa, demostrando que este insecticida induce la acumulaciôn 
de triglicéridos en el hîgado, procediendo el glicerol de la glu-
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cosa utilizada.
Siguiendo en la linea de los estudios previamente mencio 
nados, e intentando profundizar en el mecanismo de actuaciôn de in 
secticidas organoclorados, BHATIA y col. (1973) investigan el efec 
to del dieldrln sobre el metabolismo de carbohidratos, centrândo- 
lo en el metabolismo del glucôgeno. El glucôgeno hepStico es un 
carbohidrato de réserva que es muy susceptible a la Influencia hor 
monal. Ademâs, ya que la toxicidad del dieldrln incrementa la con­
centraciôn en el plasma de âcidos grasos no esterificados y puesto 
que los âcidos grasos se sabe que influyen en el destine de la glu 
cosa; por estimulaciôn de su sintesis a partir de fuentes diferen­
tes a los carbohidratos (WIELAND y col., 1970), consideraron de inte- 
rés, examinar la contribuciôn de la via gluconeogénica en relaciôn 
con la concentraciôn de glucôgeno hepâtico en ratas tratadas con 
dieldrln. Un aumento en el glucôgeno hepâtico en animales tratados 
con dieldrln podria ser debido, a un aumento de la velocidad de 
biosintesis de glucôgeno (glucogenogénesis) y/o un decrecimiento 
de su catabolismo (glucogenolisis).
Los resultados de BHATIA y col. (1973), demuestran que 
la capacidad glucogenogénica de las ratas estâ fuertemente auraenta 
da por la presencia de dieldrln, demostrado por el incremento de 
incorporaciôn de (U-^^C) glucosa en el glucôgeno hepâtico. Segûn 
estos autores, este hecho puede ser explicado de la siguiente mane 
ra: "la biosintesis de glucôgeno en el higado y otros tejidos se 
realiza a través de una reacciôn catalizada por glucôgeno sinteta-
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sa. MERSMANN y SEGAL (1967), han comprobado que la regulaciôn de 
la actividad de la glucôgeno sintetasa y consecuentemente la sfnte 
sis del glucôgeno en hîgado tiene lugar por interconversiôn de la 
forma "D" (dependiente de glucosa-6-fosfato) y de la forma inde- 
pendiente "I" de la enzima. Habiendo observado un aumento de la 
actividad de la forma "I" de la glucôgeno sintetasa, consideran que 
puede ser esta la causa que contribuye a elevar el contenido de 
glucôgeno en el hîgado por la presencia de dieldrln. Ademâs, la 
conversiôn de la forma "D" en la "I" , puede ser potenciada por 
glucosa-6-fosfato y glucosa debido a la elevada concentraciôn de 
este azûcar en la sangre por la presencia de dieldrln, de donde la 
puede tomar el hîgado libremente favoreciendo el paso de la forma 
"D" a la "I" de la mencionada glucôgeno sintetasa. De acuerdo con 
estos resultados GRANT" Y MEHRLE (1973) , han descrito una inhibi­
ciôn de la movilizaciôn del glucôgeno hepâtico en peces por bajas 
dosis de endrln y un bloqueo total a dosis altas.
BHATIA y col. (1973), también han estudiado el efecto 
del dieldrln sobre la actividad de la glucosa-6-fosfatasa, encon­
trando que se produce una inhibiciôn de la actividad de esta enzi­
ma por la presencia de dieldrîn, dejando asî mâs glucosa-6-fosfa- 
to sin transformer. Estudios sobre el efecto "in vivo" de una con­
centraciôn subletal de endrln parecen indicar que la glucosa-6-f0 £ 
fatasa disminuye en el pez Ophiocephalus punctatus, aunque los résulta 
dos no son significativos (SASTRY y SHARMA, 1978).
Los resultados obtenidos por los autores anteriormente
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mencionados, junto con los obtenidos por ONIENKO (1966), quien ob­
serva una disminuciôn de fosforilasa en hîgado y rinôn de ratas so 
metidas a dieldrîn, lleva a conclüir, que los altos niveles de glu 
côgeno encontrados durante el tratamiento con dieldrîn, pueden ser 
el resultado de un decrecimiento de la velocidad de degradaciôn de 
glucôgeno acoplado con un incremento en la sîntesis de este pollsa . 
cSrido.
También en relaciôn con el metabolismo glucîdico KACEW y 
SINGHAL (1973), han encontrado en ratas, respuestas adaptativas del 
metabolismo hepâtico de carbohidratos, por la administraciôn oral 
de p,p'-DDT- Las enzimas de la gluconeogénesis, piruvato carboxila 
sa, fosfoenolpiruvatocarboxiquinasa, fruetosabifosfatasa y glucosa- 
-6-fosfatasa se inducen bajo el tratamiento con este compuesto or­
ganoclorado, resultados que estân de acuerdo con los encontrados 
por BAHTIA y col. (1973). Asî mismo, KACEW y SINGHAL (1973) encuen 
tran efectos de disminuciôn de presiôn sanguinea, del pH de la san 
gre y una elevaciôn de alanina en el tejido cerebral.
Estos mismos autores (1974,1976) encuentran en ratas tra
tadas por vîa oral con los insecticidas p,p’-DDT, endrîn, heptacloro,
y cK-clordano, que los aumentos en las actividades de las enzimas
gluconeogénicas, anteriormente mencionadas obedecen a efectos de 
estos insecticidas sobre la sîntesis de AMP cîclico, puesto que e£ 
tos compuestos estimulan la actividad de la adenilato ciclasa en 
hîgado y corteza renal. Asî mismo encuentran hiperglucemia, gluco- 
suria y uremia y disminuciôn de glucôgeno hepâtico en animales tra
57
tados. Por otra parte también observan una disminuciôn de la pro- 
teîna-quinasa nuclear dependiente de AMP cîclico. Estos resultados 
estân de acuerdo en cuanto al incremento de las enzimas gluconeogé 
nicas con los anteriormente citados de BHATIA y col. (1973), pero 
difieren en cuanto al contenido en glucôgeno hepâtico. Podrîa in- 
terpretarse que la diferencia observada respecto al glucôgeno, dé­
pende de efectos especîficos peculiares de las moléculas orgânicas 
que constituyen los distintos insecticidas incluyendo las formas 
isômeras. La disminuciôn de la proteîna-quinasa nuclear estâ en 
concordancia con el efecto encontrado por clorofibrato en el insec 
to Ceratitis capitata (PRIEGO, 1977).
La influencia de insecticidas organoclorados se ha estu­
diado también en hîgado de polio, en orden a conocer su posible 
efecto sobre el metabolismo de carbohidratos en estos animales tra 
tados con dietas que contienen distintas cantidades de insectici­
des (SREBOCAN y col., 1978). Los resultados obtenidos indican variacio 
nés, en contenido de glucosa, piruvato y las cuatro enzimas clave 
de la gluconeogénesis, que dependen del insecticida utilizado y la 
dosis administrada.
Todos estos datos parecen indicar que tiene lugar un des 
censo del flujo glicolîtico debido al tratamiento con insecticidas 
organoclorados, Sin embargo experimentos realizados con hepatoci- 
tos de ratas mantenidas en ayuno 48 horas después de ser alimenta- 
das con p,p'-DDT en la dieta (STORY y FREEDLAND, 1978), muestran que 
este insecticida inhibe la gluconeogénesis entre piruvato y PEP.
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No obstante la diferencia en la actividad de PEPCK frente al con­
trol, aunque es significative es muy escasa.
La inhibiciôn de la glicolisis, en estas condiciones, no 
estâ del todo clara, puesto que se conoce muy poco acerca de la in 
fluencia de los mencionados insecticidas organoclorados sobre la 
sîntesis y la actividad de las enzimas clave de esta ruta. Sin em­
bargo, la acumulaciôn de alanina indicada anteriormente, estâ en 
concordancia con esta inhibiciôn, ya que es conocido el efecto in­
hibidor de la alanina sobre la enzima piruvatoquinasa. La acumula­
ciôn de alanina podrîa explicarse por un descenso de los niveles 
de glutamato-piruvato transaminasa, como ocurre en el alga Tetrahy- 
mena py ri formic, tratada con hexaclorobenceno (GEIKE, 1978). En conse­
cuencia el hecho de que ciertos autores sugieran una gluconeogéne­
sis operative a partir del piruvato résulta dificil de concilier con 
el posible origen del piruvato a partir de la glucosa, pudiendo te­
ner lugar una gloconeogénesis operative a partir de aminoâcidos que 
originan directa o indirectamente piruvato.
Por otra parte, se ha demostrado un efecto inhibidor de 
varios insecticidas organoclorados sobre la actividad hexoquinâsi- 
ca de levadura "in vitro" (SADAR y GUILBAULT, 1971). Entre los insecti­
cides examinados sôlo cuatro compuestos inhiben esta enzima: aldrîn, 
clordano, p,p'-DDT y heptacloro.
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1.5.3.-INFLUENCIA DE INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS EN EL MEJILLON,
Los moluscos bivalvos presentan un gran interés para los 
estudios sobre contaminaciôn, ya que son animales sedentarios que 
por su forma de alimentaciôn acumulan facilmente los contaminantes 
présentes en su medio ambiante. Dentro de los moluscos bivalvos re- 
viste especial interés el mejillôn, organisme generalmente muy con- 
taminado, por lo que ha sido objeto de muchas investigaciones toxi- 
colôgicas. Los principales contaminantes encontrados en mejillones 
y que de un modo u otro afectan su metabolismo y modo de vida en 
forma mâs o menos nociva son ademâs de las bacterias y virus patô- 
genos, los aceites minérales y detergentes, derivados halogenados 
de hidrocarburos (insecticidas organoclorados y bifenilos policlo- 
rados), metales y residues radiactivos.
En algunos casos, el contenido en contaminantes del ani­
mal, refleja su concentraciôn en el agua, en cuyo caso estos anima­
les pueden ser utilizados como indicadores de la contaminaciôn (FO- 
SSATO y SIVIERO, 1974; MONOD, 1977; GOLDSBERG y col., 1978). El use de mejillo 
nés adultes en estudios de toxicidad présenta sin embargo un pro­
blema; la rapidez con la que el animal cierra sus valvas, cuando 
es estimulado por cualquier substancia extrada o por cualquier cam- 
bio nocive en el ambiante (CRAPP, 1971). A pesar de esto, su natura­
leza sedentaria y su râpida asimilaciôn de insecticidas, as! como 
su elevada capacidad para concentrar estos compuestos (SIMAL y col., 
1971; ERNST, 1975) hace de los mejillones el material mâs adecuado pa­
ra el control de la contaminaciôn por insecticidas en el ambiente.
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I marino (BUTLER, 1971).
La presencia de insecticidas organoclorados ha sido de- 
tectada en tejidos de mejillones por diversos autores (ROBINSON y 
col., 1967; SIMAL y col., 1971; KOEHMAN y VAN GENDEREN, 1972; HIDAKA y col.,
1972; BUTLER, 1973; BEDFORD y ZABIK, 1973; BOADO y col., 1975; EADES, 1975;
AKMAN y col., 1976; GONCZI, 1978).
En lo que se refiere a la forma de captaciôn de estos 
insecticidas del medio ambiente, por los moluscos bivalvos, los da 
tos son muy discrepantes (BUTLER, 1971; BRODMAN, 1970; ROBERTS, 1972). Se­
gûn ROBERTS ( 1 9 7 2 }, el principal lugar de concentraciôn parece ser 
el intestine y la glândula digestive, por lo que sugiere que la 
concentraciôn de tales compuestos en el mejillôn, résulta princi­
palmente de la ingestiôn de insecticidas con los alimentes. Sin em 
barge en otros casos, se ha encontrado que las gônadas almacenan el 
doble de DDT que la glândula digestive (BUTLER, 1966), lo que hace 
sugerir a LOWE y col, (1971) que una disminuciôn de estos residues 
acumulados en moluscos bivalvos, puede ser debido a la freza.
Las primeras investigaciones sobre la toxicidad de insec­
ticides en moluscos bivalvos se realizaron en relaciôn con las do­
sis létales (PORTMANN, 1968; PORTMANN, 1970). Posteriormente sin embar­
go, se ha obtenido también informaciôn sobre efectos crônicos de 
estos insecticidas. La presencia de bajos niveles de insecticidas 
organoclorados en moluscos bivalvos, afectaban a los movimientos 
de las conchas y velocidad de consume de oxîgeno, asî como al peso
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total del cuerpo (BUTLER, 1965; BUTLER, 1966; LOWE y col., 1971; BUTLER, 
1971; ROBERTS, 1972), lo que puede ser debido a una reducciôn en la 
eflcacia de la alimentaciôn o a otros factures metabdlicos, como 
les senalados por ENGEL y col. (197 2) quienes sugieren qué dosis 
subletales de insecticidas organoclorados pueden conducir en Merce- 
narïa meraenaria a alteraciones metabôlicas indicativas de un incre- 
mento de la degradaciôn de glucosa con supresiôn de gluconeogéne- 
sls. La formacidn del biso en M. edulis se reduce con el aumento 
de las concentraciones de los compuestos organoclorados, probable- 
mente debido a una disminuciôn de la actividad pedal, aunque es po 
slble que haya algûn tipo de interferencia dlrecta con la slntesis 
o combinacidn de los diferentes componentes del biso (ROBERTS, 1973).
Las dosis létales en larvas y su efecto en el desarrollo, 
tambiën se han determinado para varies compuestos organoclorados 
en distintos bivalves marines (BUTLER, 1966; DAVIS, 1961; HIDU, 1969; 
UKELES, 1962). De los insecticidas examinados se encontre que el lin 
dano era el menos tôxico para las larvas y huevos de bivalvos.
Résulta difïcil comparar los datos existantes sobre mej^ 
llones y los efectos de su contaminaciôn debido a que la mayoria 
son fragmentarios, pero pueden ser dtiles para establecer futuros 
planes de estudio para la evaluaciôn de los efectos de insectici­
das organoclorados sobre los varies aspectos ya senalados como 
uniôn bisal, crecimiento, desarrollo de larvas, efectos metabôli- 
cos y también séria interesante considerar estes efectos a nivel 
no s6lo de individuo sino de comunidad. La amplia distribuciôn de
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la familia Mytitidae y particularmente del género Mytilust junto con 
su forma de vida epifaunal, sugiere que los mejillones pueden ser 
muy ûtiles para los mencionados estudios de contaminaciôn.
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1.6,  Q b j e t o  d e l  t r a b a j o .
El objeto del presente trabajo, como ya hemos indicado 
en la intrcduccidn, consiste en aportar una serie de datos expéri­
mentales encaminados a caracterizar la piruvatoquinasa de pie de 
mejillôn como enzima clave del metabolismo glucldico en la encruc^ 
jada del PEP.
El enfoque de dicho estudio se basa en la inexistencia 
en la bibliografîa consultada de datos concernientes al comporta- 
miento de esta enzima en el ôrgano anteriormente descrito, lo que 
desde el punto de vista de investigaciôn bâsica creemos puede con^ 
tituir un aporte al conocimiento de la bioquimica muscular del me­
jillôn.
En relaciôn con esto, se ha abordado el estudio de aisla 
miento y purificaciôn parcial de la mencionada piruvatoquinasa de 
pie de mejillôn, asi como de sus propiedades enzimSticas y de modu 
laciôn por sustrato y efectores,
Una segunda parte de este trabajo, la constituye el estu 
dio de la influencia de algunos insecticidas organoclorados mSs 
usuales sobre la actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa de pie 
de mejillôn, puesto que como ya hemos indicado, tanto la capacidad 
de contaminaciôn de estos moluscos y en especial el mejillôn, como 
los efectos tôxicos de los citados compuestos, permiten predecir 
una indudable influencia en su metabolismo.
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Se investigô el efecto de aldrîn, dieldrîn, endrin, lin- 
dano y p,p'-DDT sobre la actividad enzimâtica "in vitro" de la piru 
vatoquinasa, determinando en el caso particular del dieldrin la na 
turaleza del efecto inhibldor, manifestado por este Insectlcida, 
con respecto al sustrato PEP, as! como en presencia de efectores de 
esta enzima. Previamente se investigô la presencia de estos insect^ 
cidas en diverses ôrganos de mejillôn.
2. Ma t e r i a l  y m é t o d o s
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2.1 .  M a t e r i a l .
2.1.1. MATERIAL BILOGICO,
Se utilizaron mejillones (Mytilus edulis L.)^  adquiridos vi­
vos en el mereado. En algunos experimentos en que se necesitaba 
una mayor cantidad, nos fueron proporcionados en el Mercado Cen­
tral y provenlan de una depuradora industrial de moluscos (n°l de
Aguino) recolectados en las Rlas Bajas (Pontevedra).
Los animales se mantenian a 4* C hasta el momento de su 
utilizaciôn, durante un perîodo de tiempo que en la mayor parte de
los casos no excediô de 24 horas.
2.1.2. PRODÜCTOS UTILIZADOS.
A lo largo del présente trabajo se utilizaron productos 
quimicos, calidad reactivo de anâlisis, de la firma comercial 
Merck. Los productos bioqulmicos procedîan de Sigma Chemical Compa­
ny (St. Louis Mo., USA) y de Boehringer Mannheim.
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Los insecticidas organoclorados eran suministrados por 
Polyscience Corporation Chemical division. Analitical Standards, 
distribuido en Espana por Chemicontrol. En todos los compuestos la 
pureza es de 99 - 100 %.
2.1.3. APARATOS UTILIZADOS,
Las pesadas se realizaron en balanza analîtica Sartorius 
y en granatario Stanton D. 50. T.
Para las mediciones de pH se utilizô un pH-metro Metrohm 
-Herisau E-512.
Los homogeneizados se obtuvieron en homogeneizador eléc- 
trico Braun y en homogeneizador de cuchillas Aid-309.
La centrifugaciôn de las preparaciones enzimâticas se 
llevaron a cabo en centrifuge refrigerada Janetzki K-24.
Las determinaciones colorimétricas se efectuaron en un 
Spectronic-70 Bausch G. Lomb.
Las medidas espectofotométricas se realizaron en espec- 
tofotômetro Shimadzu UV-200 y en espectofotÔmetro Pye-Unican
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SP8-100.
Para las incubaciones se utilizô un bano con agitaciôn 
Selecta-Unitron±c-320.
Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realiza 
ron con un sistema Pleuger con fuente de alimentaciôn Pleuger, man 
teniendo constante el amperaje.
Las cromatograf£as en columnas se llevaron a cabo, util^
zando un colector de fracciones automâtico de pesos, Shandon
Southern SAD 2405.
Los gradientes salinos empleados en la eluciôn de colum­
nas cromatogrâficas, se consiguieron con un mezclador de solucio- 
nes que consta de dos depôsitos de 250 ml. de capacidad cada uno y 
comunicados entre si de Pharmacia Chemical Upsala.
Para la determinaciôn cromatogrâfica de insecticidas se 
utilizaron cromatôgrafos Perkin-Elmer F-11 y Hewlett-Packard 5753 
G. Los aparatos estaban provistos de detectores de captura electrô- 
nica.
Todas las operaciones que lo requerian se realizaron en
câmara fria y a una temperature de 0 - 4°C.
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2.2. M é t o d o s ,
2.2.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ENZIMATICOS.
Pie, manto y hepatopâncreas de mejillôn, material biolô- 
gico utilizado en el présente trabajo, fueron pesados y troceados 
antes de su homogeneizaciôn. El pie, tejido mâs duro, se triturô 
previamente en homogeneizador de cuchillas. Para la homogeneiza­
ciôn de los Ôrganos se utiliza un volumen de Tris-HCl 50 mfi. pH 
7,5 conteniendo EDTA 1 mM, que es siempre cuatro veces el peso de 
tejido fresco. Todas las operaciones se realizaron a baja tempera­
ture (0-4"C).
Los homogeneizados résultantes de los très ôrganos se 
centrifugaron a 16.000 x g durante 30 minutos a 4°C. Los sobrenadan 
tes correspondientes al manto y hepatopâncreas se filtraron a tra- 
vés de papel Watman previamente humedecido con el tampôn de extrac- 
ciôn, a fin de liberarlos de restos lipidicos.
Los correspondientes extractos asî obtenidos, se usaron 
para la determinaciôn de la actividad enzimâtica.
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2.2.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.
La actividad de la piruvatoquinasa se détermina de acuer 
do con el método de BUCHER y PFLEIDERER (1955), midiendo el piruva 
to formado a partir de fosfoenolpiruvato, por acoplamiento del 
sistema con un exceso de lactàto deshidrogenasa en presencia de 
NADH, segûn el siguiente esquema de reacciôn:
ADP ATP NADH NAD
Piruvato PEP Lactato
PK LDH
La mezcla de reacciôn contiene en un volumen final de 3 
ml.: Tris-HCl 30 mM, pH 7,5; KCl 7 5 mM; MgClg 8 mM; NADH 0,18 mM; 
18 UI de LDH y concentraciones de ADP, PEP y otros reactivos, como 
se indica en cada caso.
La reacciôn se comienza por ediciôn de PEP y se mide la 
variaciôn de absorbancia a 340 mm. y a temperatura ambiante. Los 
cambios en la absorbancia se miden durante los cinco minutos si- 
guientes al comienzo de la reacciôn, en los que la variaciôn es l_i 
neal con el tiempo. Las cubetas utilizadas en todas las medidas 
fueron de cuarzo y de 1 cm. de paso ôptico.
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Unidad de actividad enzimâtica.
La unidad de actividad enzimâtica (unidad internacional) 
para la piruvatoquinasa, se define como la cantidad de enzima que 
cataliza la transformaciôn de un ^  mol de sustrato por minuto, me- 
dido por el consumo de NADH, debido al piruvato formado en presen­
cia de lactato deshidrogenasa. El coeficiente de extinciôn molar 
para NADH a 340 mm. es de 6,22 x 10^ (HORECKER y KORNBERG, 1948).
Actividad especîfica.
Se define la actividad especîfica como el nûmero de uni- 
dades de actividad enzimâtica por milîgramo de proteîna.
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2.2.3. VALORACION DE PROTEINAS.
La determinaciôn de la concentraciôn de proteinas se rea^  
lizô segûn el método de LOWRY y col., (1951):
Fundamento: el método se basa en la combinaciôn de dos 
reacciones, una de las cuales es la reacciôn del biuret y otra la 
reducciôn del reactivo fosfotungstico mollbdico (reactivo Folin^Cio 
calteau) por la tirosina y el triftôfano présentes en la proteîna.
Reactivos: Soluciôn A, preparada extemporâneamente â par 
tir de las soluciones a, b y c que se indican a continuaciôn y en 
proporciôn 98:1:1 (v/v/v).
Soluciôn a: NagCOg al 3% (p/v) en NaOH 0,1 N.
Soluciôn b: CuSO^. al 2% (p/v).
Soluciôn c: Tartrato Sôdico-potâsico al 1% (p/v).
Soluciôn B: Reactivo de Folin Ciocalteau diluido 1:2.
Procedimiento: En todas las determinaciones se utiliza­
ron como patrones, volûmenes de soluciôn de seroalbûmina bovina 
conteniendo 50, 100, 150 y 200 por tubo y completando en agua
destilada hasta un volumen de 1 ml. Volûmenes de extracto contenien
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do cantidades adecuadas de proteîna con el fin de obtener lecturas 
dentro de la zona ôptima de absorbancia, se llevan igualmente a un 
volumen de 1 ml.
A todas las muestras asî preparadas se anade 5 ml. de so 
luciôn A. Se agita y se deja reposar 20 min. a temperatura arabiente. 
Pasado este tiempo se anade a cada tubo 0,5 ml. de soluciôn B, se 
agita y se deja reposar 20 min. al cabo de los cuales se realiza la 
medida de absorbancia a 660 nm., frente a un blanco en el que el vo 
lumen de muestra o patrôn ha sido sustituido por agua destilada.
Previamente a las determinaciones de proteînas realizadas 
en el présente trabajo, se comprobô la bondad del método confeccio- 
nando una curva patrôn, para distintas concentraciones de albûmina 
de suero bovino.
Cuando la piruvatoquinasa tiene un grado mâs alto de pu­
reza, la concentraciôn de proteînas se détermina por lectura direc­
te de la absorbancia de las muestras a 280 nm. (NEILANOS y STUMPF, 1955)
2.2.4. PRECIPITACION FRACCIONADA GON SULFATO AMQNICO.
El extracto enzimâtico crudo preparado segûn se indicô en 
el apartado 2.2.1. , se lleva a una saturaciôn del 30 por 100 con su_l 
fato amônico finamente pulverizado (176 g/l). La adiciôn del sulfa- 
to amônico se realiza en un perîodo de 1 hora, con agitaciôn magné- 
tica y a una temperatura de 4°C. Tras separar el precipitado por cen
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trifugaciôn a 16.000 x g durante 30 min. a 4*C, el sobrenadante se 
lleva a 60 por 100 de saturaciôn por nueva adiciôn de sulfato amôn^ 
co (198 g/l) en las condiciones ya mencionadas. La suspensiôn obte- 
nida se centrifuge a 16.000 x g durante 30 min. a 4°C.
2.2.5. DIALISIS.
El sedimento procédante de la ûltima centrifugaciôn se 
disuelve en Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 conteniendo EDTA ImM y 2-mercap- 
toetanol 6 mM y se dializa frente a EDTA 1,35 mM durante una hora
al cabo de la cual se cambia la concentraciôn de EDTA a 0,27 mM y
se dializa durante toda la noche (12 horas). Esta operaciôn se ha 
realizado como se ha indicado para las otras operaciones, a la tem­
peratura de 4*C.
2.2.6. ESTABILIDAD DE LA ENZIMA.
La piruvatoquinasa de pie de mejillôn manifiesta una pér 
dida de actividad, cuando los extractos se preparan utilizando como 
medio de homogeneizaciôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 conteniendo EDTA 1 
mM, lo cual nos llevô a realizar unos experimentos con el fin de 
observer si la presencia de glicerol (30%) y 2-mercaptoetanol en 
concentraciones de 3 mM y 6 mM, actuaban de forma positiva mantenien 
do por un perîodo mâs largo de tiempo su actividad. Conocido el 
efecto que la temperatura puede ejercer sobre la estabilidad enzimâ 
tica se probô el efecto de dichos compuestos quimicos a distintas
temperaturas: 0®C, 4®C y 20*C.
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Los extractos enzimâticos junto con el compuesto seleccio 
nado se mantenlan en tubos a la temperatura fijada y de ellos se to 
maban alfcuotas para la determinaciôn de la actividad enzimâtica. 
Cuando los extractos enzimâticos se mantenlan congelados, con el fin 
de evltar alteraciones estructuraies por congelado y descongelado, 
se pusieron tantos tubos que contenlan la soluciôn enzimâtica en el 
medio seleccionado, como medidas a realizar.
2.2.7. PROPIEDADES ENZIMATICAS.
Actividad de la enzima respecto al pH.
Las condiciones de ensayo son las ya descritas en el apar 
tado de determinaciôn de la actividad enzimâtica. El pH del medio se 
variô con la utilizaciôn de diferentes tampones y a fin de obtener 
un mayor margen de pH se utilizaron en este experimento cuatro tam­
pones diferentes:
1.- Tampôn Glicina, para la zona de pH de 12,5 - 9
2.- Tampôn Tris-HCl para la zona de pH de 9 - 7,5
3.- Tampôn Tris-Maleato para la zona de pH de 7,5 - 5,5
4.- Tampôn Acetato para la zona de pH de 5,5 - 4
Todas las medidas se realizaron très veces, utilizândose 
en la representaciôn de los resultados el valor medio.
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-Estabilidad de la enzima respecto al pH.
Una vez conocido por el experimento anterior el pH ôpti-
mo de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn se investigô la estabi­
lidad de la enzima durante 15 min. a 37°C a diferentes valores de
pH. Los tampones utilizados fueron los mismos que en la experiencia
anterior.
Muestras conteniendo extracto enzimâtico de piruvatoqui­
nasa de pie de mejillôn a diferentes valores de pH, se mantienen a 
37*C durante 15 min. Pasado este tiempo se colocan los tubos en bano 
de hielo y se toman alicuotas en las que se détermina la actividad 
residual en las condiciones de ensayo senaladas. Las actividades asi 
obtenidas para las diferentes muestras se refieren a la actividad de 
una muestra medida inmediatamente después de la preparaciôn del ex­
tracto enzimâtico (sin tratamiento previo), considerando âsta, como 
el 100 por 100 de actividad. Los valores asi obtenidos se represen- 
tan frente al pH.
Estabilidad de la enzima respecto a la temperatura.
Muestras conteniendo piruvatoquinasa de pie de mejillôn 
en tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM se mantuvie 
ron a diferentes temperaturas durante 5 min. Pasado este tiempo se 
colocan los tubos en bano de hielo y se toman alicuotas en las que 
se détermina la actividad en las condiciones de ensayo descritas.
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Para las representaciones grâficas de los valores de ac­
tividad obtenidos en funciôn de la temperatura, se considéra como 
el 100 por 100 la actividad de una muestra, valorada inmediatamente 
después de la preparaciôn del extracto enzimâtico.
Actividad de la enzima respecto a la temperatura.
Se utilizan las condiciones de ensayo ya descritas, va- 
riando la temperatura de la mezcla de reacciôn. La actividad enzimâ 
tica en cada ensayo, como logaritmo de la velocidad de reacciôn se 
représenta frente a inversas de temperatura absoluta.
Câlculo de là energia de activaciôn.
Se basa en la ecuaciôn de Arrhenius, acerca del efecto 
de la temperatura sobre la velocidad de las reacciones quimicas:
También se puede escribir la ecuaciôn de Arrhenius en 
forma logaritmica como:
In k X In A - — —  
RT
en la cual se muestra que el In de la cte de velocidad es una fun- 
ciôn lineal de la inversa de la temperatura absoluta. También la po 
demos expresar como:
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log k - log A - 2,303 R ' T
ecuaciôn que corresponde a la de una llnea recta que se obtiene re- 
presentando grâficamente log k en funciôn de 1/T (representaciôn de 
Arrhenius).
En el caso de reacciones enzimâticas es posible la esti- 
maciôn del valor de E (energîa de activaciôn), al representar log 
de V max en funciôn de 1/T, ya que los valores de las velocidades 
iniciales de reacciôn son proporcionales a la cte de velocidad "K", 
cuando la reacciôn se hace a concentraciones saturantes de sustrato. 
En cuanto a valores de T se utilizan aquellos en los que la enzima 
no sufre desnaturalizaciôn, en nuestro caso los correspondientes a 
20, 30 y 35°C.
Câlculo del coeficiente de temperatura
El coeficiente de temperatura (establecido por Vant’
Hoff), es un factor que expresa el aumento de la velocidad de reac­
ciôn con los sucesivos incrementos en 10°C en la temperatura. es
por tanto, la relaciôn entre las velocidades de reacciôn a T"C y a 
T+10°C.
Los valores de difieren bastante segûn el intervalo
de temperaturas que se considéré; sus valores limites para reaccio­
nes catalizadas por enzimas son de 1,1 y 5,3.
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Actividad residual a la temperatura de semiinactivaciôn en funciôn 
del tiempo.
La temperatura a la cual la enzima pierde la mitad de su 
actividad, podemos calcularla a partir de los experimentos realiza­
do s para calculer el efecto de la temperatura sobre la estabilidad 
de la enzima. A esta temperatura (57“C), muestras conteniendo piru­
vatoquinasa de pie de mejillôn, en soluciôn tampôn Tris-HCl 50 mfl, 
pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM se mantienen durante varios perîodos 
de tiempo, al cabo de los cuales se coloca cada tubo en un bano de 
hielo y se toman alicuotas en las que se détermina la actividad res^ 
dual.
Para las representaciones grâficas de los valores de act_i 
vidad obtenidos en funciôn del tiempo, se considéra la actividad de 
una muestra sin tratamiento previo como el 100 por 100.
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2.2.8. PARAMETROS CINETICOS
Coeficiente de Hill
Hill (1910) tratô de explicar la curva de uniôn de O2 a 
la hemoglobina con ayuda de un modelo matemâtico. Considéra que las 
constantes de uniôn del a la hemoglobina son progrèsivamente ma- 
yores a medida que se unen las moléculas de oxlgeno. Su ecuaciôn:
log Ÿ _  n loglO^) - log k
1 -  Ÿ
se puede aplicar a enzimas con cinêtica cooperative si la velocidad 
(v) se supone proporcional a la saturaciôn parcial Ÿ, como sugiere 
MONOD y col., (1963). Asi su ecuaciôn se transforma en:
log ^ _ n log S - llog k
V - V
La representaciôn de log de v/V-v frente a log de S, se 
usa a menudo para demostrar cinéticas cooperativas de enzimas.
En el caso de cooperatividad infinite, los datos expéri­
mentales se adaptarSn bien a la relaciôn, ya que "n", el nûmero total 
de sitios involucrados, es igual al nûmero de lugares interactuantes 
exper imenta Imente observados (BERNHARD, 1968). Pero la pendiente de la 
representaciôn de Hill nunca da el valor de "n" (nûmero de protôme-
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ros en el oligômero), se sabe que la hemoglobina es un tetrâmero y 
el valor de "n" obtenido varia de 2,5 - 3. As! segûn va disminuyendo
el grado de cooperatividad a una situaciôn mâs real, el ajuste de
los puntos expérimentales a una llnea recta serâ menos bueno. En es 
tos casos la pendiente mâxima de la representaciôn de Hill se desi£ 
na por "h" (coeficiente de Hill) que nos da una indicaciôn de la co 
operatividad del sistema y mide la estequiometrla aparente del pro- 
ceso de uniôn en el punto mâs cooperativo.
El punto donde log v/V-v es igual a cero, aunque no es
una constante verdadera, tiene importancia porque es donde v = 1/2 V
y entonces se puede définir como Kg^ g (la concentraciôn de sustrato 
necesaria para dar 1/2 V).
PURICH y FROMM (1972) , han sehalado que aunque la ecua­
ciôn de Hill en la forma anteriormente expresada, se puede usar para 
sistemas de un solo substrato, deben tomarse precauciones cuando se 
estudian sistemas multisustratos. El coeficiente de Hill con todas 
sus limitaciones, tiene la virtud de que usado convenientemente da 
a los investigadores alguna luz en cuanto a si un sistema es o no 
cooperativo.
La ecuaciôn de Hill puede también usarse para represen­
tar datos obtenidos con efectores negativos, cuando la concentraciôn 
de sustrato se mantiene constante a un nivel saturante y se varia la 
concentraciôn del inhibidor. La ecuaciôn séria:
y = log k' - n ' log I
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Valor de .
Experimentalmente el comportamiento hlperbôlico (cinética 
de Michael!s) o sigmoidal de una enzima se puede distinguir estable 
ciendo la razôn entre la concentraciôn de sustrato necesaria para 
adquirir una velocidad 0,9 de la velocidad mâxima, con la concentra 
ciôn de sustrato necesaria para adquirir una velocidad 0,1 de la ve 
locidad mâxima. Esta relaciôn llama Rs mide la cooperatividad de la 
interacciôn.
Para las enzimas que siguen cinéticas hiperbôlicas el v^ 
lor de Rs es de 81, independientemente del valor de la Km o de la 
velocidad mâxima. Para los sistemas con comportamiento sigmoidal, 
el valor de Rs es menor de 81. En presencia de efectores alostéri- 
cos, un valor de Rs;> 81 indica generalmente activaciôn alostérica 
y un valor de Rs menor que 81 indica inhibiciôn alostérica.
2.2.9. CROMATOGRAFlA EN SEPHADEX G-150.
Se utilizô Sephadex G-150, con un intervalo de fracciona 
miento para proteinas globulares con pesos moleculares comprendidos 
entre 5-000 y 400.000.
Tratamiento del gel.
El gel se mantuvo durante très dfas en un exceso de solu
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ciôn tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA ImM y mercap- 
toetanol 6 mM, a la temperatura ambiente, para conseguir un perfec- 
to hinchado de los granos de gel. Durante este proceso se agitô el 
gel suavemente con objeto de no alterar los granos y a continuaciôn 
se desgasificô a vacio para evitar que las burbujas de gas que pu- 
dieran quedar atrapadas entre los granos de gel, produzcan un flujo 
désignai cuando éste se coloca en el tubo de vidrio.
Preparaciôn de la columna.
Se utilizô como soporte del gel un tubo de vidrio de 2,5 
cm. de diâmtro interno y 60 cm de longitud, cerrado en uno de sus 
extremes con vidrio poroso que sirve de soporte al lecho de gel y
sobre el que se coloca una fina capa de algodôn para evitar que és­
te, tape los poros del vidrio. Sobre el tupo de vidrio colocado ver
ticalmente se anade el gel, dejândolo caer suavemente por las pare- 
des y con ayuda de una jeringa se dejan completamente llenos de élu 
yente los espacios muertos, y sin burbujas de aire. Para estabili- 
zar y equilibrar el lecho de gel, se pasa a través de él, un volû- 
men de tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y 2-mer 
captoetanol 6 mM, équivalente a dos o très veces el volumen ocupado 
por el gel.
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TABLA I.- PARAMETROS OPERATORIOS UTILIZADOS EN LAS CROMATOGRAFIAS CON SEPHADEX 
G-150 Y DEAE-SEPHADEX A-50.
Fase estaclonaria Volumen de lecho (ml.) Carga
Velocidad de 
flujo (ml/h.)
Sephadex G-150 147 0,3 mg/ml. de gel 15
DEAE-Sephadex A-50 138 eluato cromatogrà- 15
fîa Sephadex G-150
Aplicaciôn de la muestra.
Un volumen conocido del sobrenadante del dializado, se 
aplica a la columna. Para cargar la muestra, una vez desconectado 
el recipiente con el eluyente usado para estabilizar y equilibrar 
el lecho de gel, y eliminado el que pueda quedar en su superficie, 
se cierra la salida de la columna y se deposits con cuidado la mues 
tra sobre el gel. Se abre entonces la salida de la columna y cuando 
la muestra ha penetrado en el interior del gel, se cubre el eluyen­
te y se conecta con el tampÔn de eluciôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, 
conteniendo EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 6 mï4. La muestra aplicada 
no sobrepasô en ningun experimento de 0,5 mg de proteîna por ml de 
gel.
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Ëluciôn.
Se realizô con el mismo tampôn de equilibrado a un flujo 
de 15 ml/h. recogiéndose fracciones de eluido de 2,5 ml., en las que 
se détermina la actividad de la piruvatoquinasa en la forma ya indi^ 
cada y se valoran proteînas mediante la medida de la abosorbancia de 
estas mismas fracciones de eluido a 280 nm. en espectrofotômetro, 
con cubetas de cuarzo de 1 cm de paso ôptico.
2.2.10. CROMATOGRAFIA DE DEAE-SEPHADEX A-50.
En el tratamiento del gel, preparaciôn de las columnas y 
aplicaciôn de la muestra se siguiô el mismo procedimiento y se obser 
varon las mismas precauciones indicadas para la cromatografîa ante­
rior. Los parâmetros operatorios utilizados en ambos tipos de croma 
tografîas se pueden ver en la tabla I,
Las fracciones con actividad, eluidas de la anterior cro­
matograf îa en Sephadex G-150, se aplican directamente a la columna 
de DEAE-Sephadex A-50 y se pasan 300 ml. de soluciôn de equilibrado, 
aplicando después un gradiente lineal formado por:
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Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y 2-merca£ 
toetanol 6 mM, y
Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y 2-merca£ 
toetanol 6 mM y KCl IM,
Ena las fracciones de eluido se détermina la actividad de 
la piruvatoquinasa y se valoran protelnas por lectura directa a 280 
nm.
2,2.11. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIAGRILAîlIDA.
Preparacidn de los geles.
La electroforesis en gel de poliacrilamida se realizô se 
gûn el método descrito por DAVIS (1964), Se usan dos tipos de geles, 
El gel de acumulaciôn cuya raisiôn es conectar la proteina si la di- 
soluciôn estâ muy diluida o no es pura y el gel de separaciôn donde 
se realiza la separaciôn de la proteina,
Preparaciôn del gel de separaciôn.
Se parte de las siguientes soluciones:
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A; TEMED (N ,N ,N ' ,N '-tetrainetil-etilen-diamina) 0,23% (v/v)
en tampôn Tris-HCl 3 M., pH 8,9.
B : Acrilamida 30% (p/v), N,N'-metilen-bis-acrilamida 0,75% 
(p/v) en agua destilada. La soluciôn se filtra sobre 
papel.
C; Persulfato amdnico 0,14% (p/v) en agua destilada. La 
soluciôn se prépara en el momento de su utilizaciôn.
El gel inferior de separaciôn es de 7,5% de acrilamida. 
Para su formaciôn se mezclan en proporciôn 1:2:3:4 (v/v/v/v) las so
luciones A:B:C:agua destilada. La mezcla se desgasifica a vacîo, se 
introduce en los tubos, cuyo extremo inferior estâ cerrado mediante 
un soporte que sirve para su colocaciôn vertical y se llenan todos 
con el mismo volumen de la mezcla de soluciones. Para evitar la for 
maciôn de menisco se cubren todos los tubos con una pequena capa 
de agua. Para la realizaciôn de la fotopolimerizaciôn se colocan los 
tubos frente a un tubo fluorescente durante una hora, cuando esta 
se ha realizado completamente se vierte el agua que cubrîa los ge­
les y se procédé a la formaciôn del gel superior.
Preparaciôn del gel de acumulaciôn
Se parte de las siguientes soluciones
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D: TEMED (N,N,N',N'-tetrametil-etilen-diamlna) 0,46%
(v/v) en tampôn Tris-HCl 0,5 M., pH 6,7.
E: Acrilamida 10% (p/v), N,N'-metilen-bis-acrilamida 2,5% 
(p/v) en agua destilada. La soluciôn se filtra sobre 
papel.
F: Riboflavina al 4% (p/v) en agua destilada.
Para la formaciôn del gel superior (de acumulaciôn), se 
mezclan en proporciones 1:2:3:4 (v/v/v/v) las soluciones D:E:F;agua 
destilada. La mezcla se desgasifica a vacîo y se anade 1 ml. sobre 
cada tubo que contiene el gel inferior y se cubre igualmente con 
una pequena capa de agua para evitar la formaciôn de menisco. Reali 
zada la fotopolimerizaciôn se retira èl agua que cubrîa los geles.
Aplieaciôn de la muestra.
La cantidad de muestra aplicada a cada tubo depende del 
nûmero de proteînas présentes. Un rango prâctico para muestras con 
solamente unos pocos componentes es de 1-20 y* g, mientras que se 
pueden aplicar por encima de 200 ^  g de una muestra cruda. En todos 
nuestros experimentos hemos usado estas cantidades, sin sobrepasar 
las. A la muestra se le anadiô glicerol para evitar su disoluciôn 
posterior con el tampôn en la câmara de electroforesis.
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Desarrollo eleçtroforético.
Se colocan los tubos conteniendo los geles y la muestra 
ya aplicada, en la cubeta de electroforesis y se llenan las câmaras 
superior e inferior con soluciôn tampôn Tris-glicina, pH 8.3 . A la 
soluciôn tampôn en la câmara superior se anade 1 ml. de bromofenol 
0,001% (p/v) como referenda de migraciôn. La electroforesis se lie 
va a cabo en câmara frîa (2®C) y se hace circular una corriente de 
2-3 mA por tubo. La electroforesis finaliza cuando el frente azula- 
do de bromofenol estâ localizado â unos 0,5 cm. del extremo final 
del gel separador. El proceso dura aproximadamente 2 horas al cabo 
de las cuales las columnas de gel se extraen de los tubos que las 
contienen, pasando la punta fina de una aguja de inyecciôn alrededor 
de ellos e inyectando cuidadosamente agua a presiôn entre la pared 
del vidrio y del gel, empujando simultaneamente el gel hacia fuera.
> Localizaciôn de la actividad de la piruvatoquinasa,
Una vez separadas las enzimas lo mâs importante es su lo 
calizaciôn en el gel de poliacrilamida. La estabilidad de la enzima 
debe ser mantenida durante la electroforesis y es igualmente impor­
tante que la actividad enzimâtica se valore râpidamente, antes de 
la difusiôn de los componentes separados. En los casos en que la 
enzima pueda ser congelada, sin pérdida de actividad, el gel puede
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ser congelado durante un perîodo de tiempo. En nuestros experimentos 
hemos valorado la actividad enzimâtica inmediatamente después del 
desarrollo electroforético.
De los varios métodos que se pueden emplear para la loca 
lizaciôn de enzimas en los geles de separaciôn, para la localizaciôn 
de la piruvatoquinasa se siguiô el procedimientô mencionado por 
OTHMAR GABRIEL (1971). Una vez sacados los geles del tubo, se colo­
can sobre un portaobjetos de vidrio colocado sobre una régla. Con 
una cuchilla se corta el gel en rodajas de 2,5 mm. lo mâs exactamen 
te posible. Cada rodaja se coloca en un tubo de ensayo y con la ayu 
da de una varilla de vidrio maciza, se tritura la rodaja presionan- 
dola sobre las paredes del tubo. Al triturado conseguido de esta ma 
nera se anade un volumen conocido de soluciôn tampôn Tris-HCl 50 mM, 
pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y 2-me reap toe tano1 6 mM y se deja es- 
tar 1 hora a 4°C. Una vez transcurrido este tiempo se determinô la 
actividad de la piruvatoquinasa en los macerados asï obtenidos y 
previamente filtrados por medio de una pipeta Pasteur, cuyo extremo 
capilar se habla recubierto con filtros de algodôn empapados de la 
soluciôn tampôn.
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2.2.12. EXPLORACION DE LOS NIVELES DE INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS 
EN MEJILLON POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO.
Se realizaron anâlisls cromatogrâficos para la détermina 
ci6n cualitatlva y cuantitativa de la posible presencia de insecti­
cides organoclorados en el mejillôn y mâs especificamente en el pie, 
ôrgano fuente de la piruvatoquinasa objeto de nuestro estudio.
La bibliografla publicada sobre el estudio de las distin 
tas facetas que présenta el proceso analiticô de insecticides orga­
noclorados es muy abundante. Resultan de especial interés los numé­
ros moriogrâficos recientemente dedicados al anâlisis de pesticides 
por J. Chromatographic. Science (1975)-
El proceso conjunto de preparaciôn y anâlisis de la mue£ 
tra consta segûn PERTIERRA (1977) de cuatro partes: extracciôn, lim 
pieza, formaciôn de derivados y anâlisis. La formaciôn de derivados 
es una exigencia técnica en ciertos casos, ante la imposibilidad del 
anâlisis por cromatograffa de gases de los insecticides en estado 
original. En el présente trabajo, no ha habido necesidad de reali- 
zar esta etapa ya que no existen inconvenientes en detectar los corn 
puestos organoclorados directamente.
De todas formas, dada la gran variedad de muestras, na- 
turaleza qufmica de los insecticides y sensibilidad de los detecto-
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res cromatogrâficos, es imposible descrlbir un proceso analltico de 
aplieaciôn universal, al depender cada fase del mismo de las carac- 
terlsticas de las fases posteriores. As! por ejemplo un detector cro 
matogrSfico selective capaz de detectar 10 ^^g. (pg) de aldrln perm^ 
te eliminar con frecuencia la purificaciôn previa de la muestra por 
cromatografla de adsorciôn.
Preparaciôn de la muestra; maceraciôn y extracciôn;
Mejillôn entero y ôrganos aislados de mejillôn, se tro- 
cearon con el fin de que la muestra tomada resuite lo mâs homogénea 
posible. De las muestras asî obtenidas se pesaron diferentes canti­
dades en balanza de precisiôn.
En el caso de que la extracciôn deba realizarse en teji- 
dos, debe ir precedida de la maceraciôn de la muestra con el objeto 
de conseguir una total homogeneizaciôn de la misma, para lo que se 
utiliza la cantidad necesaria de arena fina, calcinada y lavada con 
âcido, que disgrega los tejidos y células y en presencia de sulfato 
sôdico anhidro, que retiene los liquides protoplâsmicos, en los que 
se èncuentran disueltos los insecticidas contenidos en los distin- 
tos tejidos y ôrganos.
0
La operaciôn se realiza en un mortero de cristal, cuyo 
contenido se traspasa, una vez suficientemente homogeneizado a un
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cartucho de celulosa de filtro "Albet", para que a su través pasen 
los liquidos de extracciôn, lavando las paredes y el fonde del mor­
tero con el disolvente empleado para evitar pérdidas de la muestra, 
e incorporando el disolvente al cartucho. La duraciôn de la extrac­
ciôn en el aparato Soxhlet depende de las caracterlsticas de cada 
muestra; para nuestro trabajo, utilizando hexano como disolvente, 
hemos empleado 5 horas.
La concentraciôn del extracto se realiza por evaporaciôn 
en un aparato Kuderna-Danish, con objeto de evitar que el disolven­
te arrastre pesticide y sin llegar a la evaporaciôn a sequedad del 
extracto.
Purificaciôn de los extractos.
Para la eliminaciôn de cualquier interferencia en el anS 
lisis cuantitativo por cromatografla Gas-Lîquido de compuestos orga 
noclorados procédantes de muestras biolôgicas, en la mayoria de los 
casos, se hace necesaria la previa eliminaciôn en dichos extractos 
de una serie de sustancias generalmente de naturaleza lipidica o 
terpenoide.
Con el fin de conseguir el adecuado grado de pureza, se 
han desarrollado una serie de metodologîas mâs o mènes équivalentes, 
una de las cuales es la representada por la secuencia de operacio- 
nes citada por BALUJA y col. (1973).
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El método conjunto de extracciôn y limpieza de la muestra 
conteniendo insecticidas organoclorados y organofosforados debida a 
MILLS y col. ( 1 9 6 3 ), que eraplea acetonitrilo, es el mâs empleado, 
constituyendo a la vez el fundaraento de los surgidos posteriormente. 
Recientemente parâ la limpieza de muestras se estân empleando las 
técnicas de cromatografia sobre gel con Sephadex L-H 20 para insect^ 
cidas organofosforados y Bio Beds SX-2 para insecticidas organoclora 
dos, lo que permite separar insecticidas cuyos pesos moleculares es^  
tân coraprendidos entre 200 y 400 del resto de los componentes de la 
muestra, generalmente con pesos moleculares mâs elevados (STALLING y 
col., 1972; STALLING, 1974; PFLUGMACHER y EBING, 1974).
Siempre que sea posible, lo mâs conve.niente es prescindir 
de los métodos de reparto entre disolventes (a menudo mâs inseguros 
desde el punto de vista cuantitativo), para utilizar exclusivamente 
los basados en cromatograf£a de adsorciôn sobre un soporte activo, 
que es el utilizado en nuestro trabajo y que describimos a continua 
ciôn.
Una columna de 1,5 cm. de diâmetro interno se rellena 
hasta una altura de 12 cm. con Florisil (silicato de magnesio sinté 
tico) de 60-100 mallas, previamente activado por calentamiento a 
650*C durante dos horas, cuidando que el empaquetamiento resuite 
apretado y homogéneo. Sobre el Florisil se deposita una capa de 2 
cm. de espesor de NagSO^ anhidro para asegurar que las soluciones 
pasen desecadas por el adsorbente activo. El extracto a purificar 
se anade cuantitativamente a la columna en un volumen que no debe
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s o b r e p a s a r  los 10 ml. El s i st e m a  se e l u y e  s u c e s i v a m e n t e  c o n  100 ml. 
de h e x a n o  ( f r a c c i ô n  F-1) y 200 ml, d e  h e x a n o - e t e r  e t î l i c o  85-15 (v/v) 
( f r a c c i ô n  F-2). L o s  I n d i c e s  de r e c u p e r a b i l i d a d  o b t e n i d o s  p or e s t e  
p r o c e s o ,  i n c l u i d a s  t o d a s  las o p e r a c i o n e s ,  r e s u l t a n  s u f i c i e n t e m e n t e  
s a t i s f a c t o r i o s : d e l  95 al 98 p o r  100 p a r a  el g r u p o  del DDT y d e l  88 
al 90 p o r  100 p a r a  e l  a l d r l n  y d i e l d r f n  (TEJEDOR, 1977).
TABLA II.- FASES ESTACIONARIAS Y PARAMETROS OPERATORlOS UTILIZADOS EN LOS ANALI-
SIS POR CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO.
Fase estacionaria Soporte Temperatures Caudal
(% sobre soporte) C D I
SE-30(3,8%) (I) Chromosorb W-HP 
80-100 mallas
195 260 265 3 7 ml/min 
(A/metano)
SE-30(1,2%) (II) Chromosorb W-HP 
80-100 mallas
160 180 200 4 0 ml/min 
(Ng)
DC-200 (5%) 
QF-1 (7,5%) (III)
Chromosorb W-HP 
80-100 mallas
195 210 220 4 5 ml/min 
(N2>
Concluidas las operaciones de purificaciôn de los extrac­
tos, se encuentran en condiciones de ser examinados por cromatogra- 
fia Gas-Liquldo. Dicho examen se realizô en dos etapas.
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Anâlisis previos sin purifIcaciôn del extracto; determinaciôn cuall- 
tativa.
Dicho expérimente se realizÔ en un aparato Hewlett-Packard 
5753-G, provisto de detector de captura electrônica de Ni-63 (con 
sistema de pulsos de frecuencia constante). Se utilizô una columna 
de fase estacionaria Goma de Silicona SE-30 de caracterlsticas no 
polares, segûn la clasificaciôn de ROHSCHENEIDER (1956). La goma de 
silicona es el plimôro del dimetil polisiloxano. Las fases estaciona 
rias y parâmetros operatorios utilizados en estos anâlisis se expo- 
nen en la tabla II (I).
Determinaciôn cuantitativa.
Dicho examen se llevô a cabo en un aparato Perkin-Elmer 
F-11, con detector de captura electrônica provisto de electrodo con 
céntrico y fuente de radiaciôn de Ni-63. Operando en condiciones Ô£ 
timas de temperatura, voltaje y caudal de gas portador (Ng), permi­
te la detecciôn y cuantificaciôn sin error significative de cantida 
des de muëstra del orden de 10 g, (pg.). Se utilizaron columnas 
de vidrio Pyrex, espirales de 2 m. de longitud y 3 mm. de diâmetro 
interno, de dos tipos, cuya composiciôn, as! como los parâmetros 
operatorios utilizados vienen especificados en la tabla II. La co­
lumna senalada como (III) en la mencionada tabla résulta de una efi 
cacia superior a las anteriores especificadas en ella y es fundamen
97
tal para la resoluciôn de extractos que contengan DDT, aldrln y los 
metabolitos de ambos insecticidas. Ninguno de los productos impiica 
dos en los anâlisis cromatogrâficos ofrece problèmes de termolabil^ 
dad a las temperatures de trabajo utilizadas.
2.2.13. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOQUINASA EN PRE- 
SENCIA DE INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS.
Para la determinaciôn de la actividad enzimâtica en pre­
sencia de los insecticidas organoclorados se empleô el método espec 
trofotométrico, midiendo el decrecimiento en absorboncia del NADH 
consumido en el sistema de reacciones acopladas, segûn se ha espec^ 
ficado en el apartado 2,2.2.
Puesto que los insecticidas organoclorados son muy poco 
solubles en agua, hubo que emplear disolventes orgânicos adecuados 
como vehlculos de dichos compuestos, por lo que fue précise invest^ 
gar la influencia que puede ejercer el disolvente del insecticide, 
sobre la actividad de la piruvatoquinasa, y cuyos resultados estân 
expuestos en el apartado correspondiente de resultados.
Una vez seleccionado el disolvente adecuado para el insec 
ticida, fue necesario estudiar los limites de concentraciones posi-
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bles del insectlclda fijados por la Insolubilidad de estos compues­
tos en medio acuoso, lo que hacIa que a determinadas concentracio­
nes, la turbidez de la mezcla en la cubeta impidiera la medida de la 
variaciÔn de absorbancia.
Seleccionadas las concentraciones mâs adecuadas (que son 
las indicadas en cada caso en los apartados correspondientes de re­
sultados) , se pudo observer también, al préparer la mezcla de reac- 
ciôn, unas alteraciones débiles en el valor de la absorbancia, pos 
blemente debidas a la estabilizacién de la solubilidad del insecti­
cide al pasar el haz de luz en el espectrofotémetro a través de la 
cubeta. Para evitar esto y conseguir una suspension homogénea del 
insecticida en la cubeta de reaccién, se adicionaba el insecticide 
a la misma y se mantenla durante 15 min. dentro del espectrofotéme- 
tro antes de la adicién del sustrato PEP, para dar comienzo a la 
reaccién enzimâtica. Pasado este période de tiempo (15 min.) se pu­
do comprobar que desaparecian las alteraciones de la absorbancia, 
manteniéndose en un valor constante. Este tiempo de contacte proba- 
blemente facilitaria la interaccién de las moléculas del insectici­
da con la enzima.
Como ya hemos indicado la medida de la actividad enzimâ­
tica se estimaba mediante el método de BUCHER y PFLEIDERER (1955), 
de reacciones acopladas, usando lâctico deshidrogenasa como enzima * 
auxiliar. Ya que actuaban dos sistemas enzimâticos: piruvatoquinasa 
y lactato deshidrogenasa se debia realizar un estudio de la influen 
cia de estos insecticidas organoclorados en cada sistema enzimâtico
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por separado. Ademâs el tiempo de permanencia de la cubeta dentro 
del espectrofotômetro podia afectar algunos de los reactivos présen­
tes en la mezcla de reacciôn.
Se realizô una medida de la actividad de la piruvatoqui­
nasa, inmediatamente después de mezclar los reactivos en la cubeta 
de reacciôn, tomândose esta prueba como control.
Una segunda medida se realizô, mezclando todos los reac­
tivos excepto el sustrato PEP e introduciendo las cubetas en el es- 
pectrofotômetro, durante 15 min. y midiendo la actividad después de 
transcurrido este tiempo. Se pudo comprobar que la actividad enzimâ 
tica no se afectaba por permanencia de la cubeta en el espectrofotô 
métro, usândose esta prueba como control, para medir la actividad 
en presencia del insecticida organoclorado.
El posible efecto sobre la lâctato deshidrogenasa se es- 
tudiô, segûn la reacciôn:
piruvato + NADH  NAD + lactato
usando las concentraciones utilizadas en la medida de la determina­
ciôn de la actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa. La concentra 
ciôn de piruvato usada fue la misma que la que se usaba de PEP. Los 
resultados nos indicaron que en estas condiciones, la actividad de 
la lactato deshidrogenasa no se alteraba ni por la permanencia de 
la cubeta en el espectrofotôraetro, ni por la presencia del insecti-
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clda organoclorado.
Fijadas todas las condiciones indicadas anteriorinente, se 
pudo comprobar una variacidn en la respuesta de la actividad de la 
piruvatoquinasa en presencia de insecticida, dependiente de la can­
tidad de proteina en cubeta, con lo cual en todos los experimentos 
realizados se utiliza una cantidad de extracto, dentro de los mârge- 
nes donde la respuesta del insecticida es apreciable.
2.2.14, VALORACION DE DATOS.
El método de mlniraos cuadrados se utiliza para calcular 
curvas de ajuste cuando se dispone de una dispersiôn de puntos 
(SPIEGEL, 1970). En nuestro caso, se realizô el ajuste de rectas por 
mlnimos cuadrados en las representaciones de Lineweaver-Burk y de 
Hill.
En las determinaciones de la influencia de insecticidas 
organoclorados, fijadas las condiciones especificadas en el aparta­
do anterior, se calculé la desviaciôn tlpica para una serie de valo 
res obtenidos para una concentraciôn de proteina e insecticida fija 
en cubeta, pudiéndose comprobar que todos los valores estaban en el 
intervalo ; X - 26.
|0\
3. Re s u l t a d o s  y d i s c ü s i ô n
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3.1. CaRACTERIZACIÔN enzimâtica de la piruvatoquinasa de PIE DE ME- 
JILLÔN (MyTILUS EDULIS L.).
3.1.1. AISLAMIENTO Y PÜRIFICACION.
Como primer paso para el estudio de la piruvatoquinasa, 
objeto del présente trabajo, en relaciôn con sus propiedades cinéti 
cas y de influencia de efectores e insecticidas organoclorados, fue 
necesario poner de manifiesto su existencia en el pie y otros ôrga­
nos del mejillôn.
Para la puesta en evidencia de la actividad enzimâtica, 
es decir, para su aislamiento, se determinô la actividad utilizando 
la técnica descrita en el apartado 2.2.2. por medida espectrofotomé 
trica y empleando condiciones ôptimas de pH y concentraciôn de sus­
trato. Para ello se ha utilizado como material enzimâtico distintas 
partes del mejillôn.
Seleccionado el pie por su mayor actividad especîfica 
(3.1.1.1.) y por no haber sido estudiadas las propiedades de esta 
enzima en el mencionado ôrgano del mejillôn, ha sido de interés, tam 
bién con fines de purificaciôn y estudio de esta actividad, seguir 
el curso de las variaciones que présenta esta enzima en funciôn de
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las distintas estaciones del ano. Estos datos pueden poner de inani- 
fiesto si a lo largo de las oscilaciones de actividad enzimâtica 
tiene lugar algûn proceso de regulaciôn de la sintesis de la enzima 
y/o posibles isoenzimas.
Finalmente con el objeto de caracterizar a la enzima del 
pie de mejillôn se ha procedido a su purificaciôn parcial.
3.1.1.1. Exploraciôn de la piruvatoquinasa de distintos ôrganos de 
mejillôn.
La preparaciôn de los extractos, determinaciôn de la ac­
tividad enzimâtica y valoraciôn de proteînas, se realizô de acuerdo 
con lo indicado en los apartados correspondientes de Material y Mé­
todos .
Los resultados expuestos en la tabla III, reflejan que la 
actividad especîfica mâs elevada, de los diferentes ôrganos examina­
dos corresponde al pie.
Como ya hemos mencionado, es conocido el hecho de la gran 
variabilidad respecte a La actividad, comportamiento y propiedades
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q u e  p r é s e n t a  u n a  m i s m a  e n z i m a ,  n o  s ô l o  e n  d i f e r e n t e s  o r g a n i s m e s ,  s i- 
n o  e n  las d i f e r e n t e s  p a r t e s  d e  é s t o s :  t e j i d o s ,  ô r g a n o s  e i n c l u s o  e n  
d i s t i n t a s  c l a s e s  d e  m û s c u l o s  c o n  d i f e r e n t e  f u n c i ô n  f i s i o l ô g i c a .  I n ­
c l u s o  p a r a  el m i s m o  t i p o  d e  m ü s c u l o ,  l a  a c t i v i d a d  e n z i m â t i c a  v a r i a  
d e  a c u e r d o  c o n  la p a r t e  d e  m û s c u l o  e l e g i d o ,  A s i  se s a b e  q u e  la p a r t e  
a n t e r i o r  d e l  m û s c u l o  l a t e r a l  de p e c e s  d i f i e r e  e n  v a r i o s  a s p e c t o s  de 
la p o s t e r i o r ,  p o r  e j e m p l o  e n  e l  c o n t e n i d o  d e  g l u c ô g e n o  (NA6AYAMA, 1961; 
FRASER y col., 1966), i n t e r m e d i a r i e s  g l i c o l i t i c o s , e s t r u c t u r a  c e l u l a r ,  
y a c t i v i d a d e s  enziraâticas, y e s  p r e c i s a m e n t e  la p i r u v a t o q u i n a s a  u n a  
d e  las e n z i m a s  q u e  m u e s t r a n  m â s  m a r c a d a s  d i f e r e n c i a s  e n  m û s c u l o  d e  
t r u c h a  (SHIBATA, 1977).
S e g û n  lo a n t e r i o r m e n t e  e x p u e s t o  c o n s i d e r a m o s  d e  i n t e r é s  
c o m p a r e r  l as p r o p i e d a d e s  d e  la p i r u v a t o q u i n a s a  d e  m a n t o  (LIVINGSTONE y 
BAYNE, 1974; LIVINGSTONE, 1975) y m û s c u l o  a d u c t o r  (DE ZWAAN, 1972; DE ZWAAN y 
HOLWERDA, 1972; HOLWERDA y DE ZWAAN, 1973; HOLWERDA y col., 1973) d e  m e j i l l ô n ,  
c o n  los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  p o r  n o s o t r o s  e n  p i e  del m e n c i o n a d o  a n ^  
m a l .
L a  m a y o r  a c t i v i d a d  p i r u v a t o q u i n â s i c a  e n  p i e  p a r e c e  i n d i -  
c a r  u n a  g r a n  a c t i v i d a d  m e t a b ô l i c a ,  al m e n o s  e n  lo que se r e f i e r e  a 
g l i c o l i s i s  en e s t e  ô r g a n o .  C o m o  y a  i n d i c a m o s  (1.2.1.) e s t e  ô r g a n o  
p u e d e  d e s a r r o l l a r  u n a  g r a n  t e n s i ô n  m u s c u l a r  c o n  el c o n s i g u i e n t e  c o n ­
s u m e  e n e r g é t i c o ,  p o s i b l e m e n t e  p r e c e d e n t s  e n  su m a y o r  p a r t e  d e  la 
u t i l i z a c i ô n  d e  g l uc o s a .
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TABLA III. ACTIVIDAD PIRUVATOQUINASICA EN DIFERENTES ORGANOS DE MEJILLON.
Organo
Actividad 
U/g. tejido fresco
Protelnas 
mg/g.tejido fresco
Actividad especîfica 
U/mg.
H epa topânc reas 2,2 43,8 0,050
Manto 3,1. 53,5 0,058
Pie 7.3 22,3 0,330
3.1.1.2. Variaciôn estacional de la actividad de la piruvatoquinasa 
y contenido en protelnas en pie de mejillôn.
Siguiendo la llnea de exploraciôn de actividad enzimâtica 
anteriormente expuesta y utilizando el pie de mejillôn como ôrgano 
de estudio, hemos pretendido determinar las oscilaciones en activi­
dad enzimâtica a lo largo de los meses del aho. La figura 7 muestra 
la variaciôn estacional de piruvatoquinasa de pie de mejillôn.
Como muestran los resultados (figura 7), existe un nivel 
mâximo de actividad enzimâtica que corresponde con el perlodo esta­
cional del verano y luego un decrecimiento para el perlodo de otono.
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Figura 7 - Variaciôn estacional de piruvatoquinasa de pie 
de mejillôn (Mytilus edulis L.)
O Actividad U/g. tejido fresco 
# Protelnas mg/g. tejido fresco 
A Actividad especîfica U/mg.
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De primavera a verano, hay un aumento en la actividad. Con respec­
te al contenido en protelnas, el mâximo nivel corresponde al princi 
pio de verano existiendo un perlodo de decrecimiento en la primave­
ra y eh el. otono.
El mâximo perlodo de desapariciôn de protelnas y de des- 
censo de la actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa, coincide con 
el letargo invernal (DE ZWAAN y ZANDEE, 1972a). La mâxima actividad de 
la piruvatoquinasa coincide con el perlodo de mâxima acumulaciôn de 
glucôgeno en M. edulis segûn DE ZWAAN y ZANDEE {1972a; 1972b), quie- 
nes encuentran que los cambios que ocurren respecto al contenido de 
glucôgeno son mucho menos marcados en mûsculos y pie que en las re^ 
tantes partes del mejillôn, considerados como tanto por ciento en pe 
so de tejido seco.
Los ciclos estacionales en mejillôn reflejan una interac- 
ciôn compleja entre abastecimiento alimenticio y temperatura, y en­
tre crecimiento y ciclo reproductive anual. Durante el perlodo de 
verano -freza y/o descanso, hay abundante alimentaciôn y la demanda 
de energla de las réservas metabôlicas es baja en contraste con lo 
que ocurre en el otono y en el invierno debido a la gametogénesis.
El aumento de actividad de la piruvatoquinasa puede ser 
debido a un efecto inductor por la presencia de glûcidos, como es el 
caso de la piruvatoquinasa de levaduras (FERNANDEZ y col., 1967).
KREBS (1955) y KREBS y EGGLESTON (1965) muestran que con una dieta 
rica en carbohidratos, la actividad de la piruvatoquinasa en hlgado
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de rata es bastante mâs alta que en regîraenes nutriclonales que fa- 
vorecen gluconeogénesis, taies como ayuno o una dieta bâja en carbo­
hidratos.
Por otra parte, AHMAD y CHAPLIN (1979), en un estudio so­
bre variaciones estacionales en el metabolismo anaerôbico de M. edulis^
han encontrado un mâximo en el mes de mayo y otro en el mes de julio
14respecto a la incorporaciôn de CO^ en metabolitos en la utiliza­
ciôn de la via del succinato.; Explican que la excepcionalmente alta 
incorporaciôn en mayo puede estar relacionada con la estaciôn de 
cria de estos animales. El contenido de glucôgeno es alto, como ya 
hemos indicado, pero la demanda de energia también lo es, con lo que 
la velocidad de glicolisis serâ elevada.
Dado ademâs que en todos los experimentos realizados pa­
ra determinar la posible existencia de formas isoenzimâticas (3.1.4.) 
de la PK, no se manifesté su presencia en diferentes meses del ano, 
parece que no es posible considerar la probable sintesis de una nue- 
va isoenzima, aûn en las condiciones mâs favorables de aumento de 
actividad enzimâtica (perlodo de verano).
3.1.1.3. Estabilidad de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn.
Conocida la existencia de la mencionada actividad enzimâ
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tica de pie de mejillôn y su variaciôn estacional, con el fin de 
realizar los ensayos en las condiciones ôptimas de extracciôn y con 
servaciôn de la enzima, hubo que realizar experimentos previos con- 
ducentes a establecer el medio extractive que favorece la estabili­
dad de la misma en relaciôn con la temperatura y el tiempo.
Como indica la figura 8, la piruvatoquinasa de pie de me­
jillôn manifiesta una notable pérdida de actividad cuando los extrac 
tos se preparan utilizando como medio homogeneizante Tris-HCl 50 mM. 
pH 7,5 conteniendo EDTA 1 mM. Por otra parte la adiciôn de diferen­
tes compuestos como el glicerol y el 2-mercaptoetanol este ûltimo a 
diferentes concentraciones, ponen de manifiesto su efecto estabili- 
zante, mâs bien a corto plazo, sobre la enzima, tanto a temperatura 
de -20°C como a temperatures de +4°C y +20°C.
En los resultados expuestos en la mencionada figura se 
ha considerado 100, el valor correspondiente a la actividad de una 
muestra control medida inmediatamente después de preparar el extrac 
to.
La menor estabilidad del 2-mercaptoetanol a largo plazo y 
a temperatura de +20°C puede explicarse por el carâcter mâs volâtil 
de este compuesto..
Se comprobô que tanto la presencia de 2-mercaptoetanol
9
como la de glicerol en las concentraciones usadas, no tenlan influen 
cia sobre la velocidad de reacciôn de la piruvatoquinasa.
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Figura 8 -  Estabilidad de piruvatoquinasa de pie de mejillôn 
(Mytilus edulis L,)
Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 EDTA 1 mM.
Tris-HCl 50 itrfl, pH 7,5, EDTA 1 mM. , 2-mercaptoeranol 3 mM.
Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM., 2-mercaptoetanol 6 mM.
Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM., glicerol 30 % (v/v).
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Como-también puede observarse en la figura 8 (A) en pé­
riodes cortos de tiempo, la mâxima estabilidad corresponde al medio 
que contiene 2-mercaptoetanol 6 mM. por lo que se adoptô como medio 
homogeneizante Tris-HCl 50 mM. pH 7,5, conteniendo EDTA 1 mM y 2 mer 
captoetanol 6 mM.
Ilissii
3.1.1.4. Purificaciôn parcial de la enzima. a i/â
Î31BHOTEO A
Con el fin de avanzar en la caracterizacidn enzimâtica de 
la piruvatoquinasa se procediô a ensayar un método de purificaciôn 
sencillo que nos permitiera trabajar con un minimo de interferencias 
por otras actividades enzimâticas acompanantes. Para elle se utili- 
z6 como material de partida el extracto enzimâtico preparado utili- 
zando como medio de homogeneizaciôn, el que confiera mayor estabil^ 
dad a la enzima, ya indicado anteriormente. Para la purificaciôn de 
la enzima se ha empleado el tratamiento con sulfato amÔnico seguido 
de posterior diâlisis.
DE ZWAAN y HOLIfERDA (1972) , en un estudio sobre piruvato­
quinasa de mûsculo aductor de M. edulis, expone que aproximadamente 
el 95 por 100 de la piruvatoquinasa précipita entre un margen de 45 
y 65 por 100 de saturaciôn con sulfato amônico. Sobre esta base se 
realizaron expérimentes para estudiar el comportamiento de la piruva
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toqulnasa de pie de mejlllôn frente al tratamiento con sulfato amô­
nico.
A este efecto el extracto de pie de mejillôn fue tratado 
con hasta conseguir un 30 por 100 de saturaciôn, siguien
do el procedimiento que se describe en Material y Métodos (2.2.4.), 
se dejô reposer y una vez transcurrido el tiempo indicado se sometiô 
a centrifugaciôn. El sobrenadante se llevô a 40 por 100 de satura­
ciôn, separando el precipitado por centrifucaciôn. Al sobrenadante 
de este tratamiento se le anadiô nuevamente sulfato amônico hasta 
conseguir un 60 por 100 de saturaciôn. El precipitado obtenido en 
este proceso se disolviô en soluciôn tampôn Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 
conteniendo EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 6 mM. En los sobrenadantes 
correspondientes se détermina la actividad enzimStica y el conteni- 
do en protelnas.
Los resultados (figura 9) revelan que la enzima précipi­
ta con sulfato amônico casi en su totalidad entre un margen del 30 
por 100 y el 60 por 100 de saturaciôn.
La purificaciôn obtenida con el tratamiento por sulfato 
amônico es de dos veces y el rendimiento de aproximadamente 85 por 
100 (tabla IV).
Durante la diâlisis, realizada segûn se ha especificado 
en el apartado correspondiente (2.2.4.) se observô la apariciôn de 
un precipitado que se separô por centrifugaciôn y en el cual una vez
p.
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Figura 9 - Precipitaciôn con sulfato amônico de piruvato­
quinasa de pie de mejillôn (Mytilus edulis L. ).
• Actividad enzimâtica en el sobrenadante. 
k Proteina total en el sobrenadante.
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TABLA IV.- PURIFICACION PARCIAL DE LA PIRUVATOQUINASA DE PIE DE MEJILLON.
Protelnas Actividad A. especifica Purificaciôn Rendimiento
(mg/ml) (U/ml) (U/mg) (factor) (%)
Homogeneizado 3,9 0,93 0,24   100
Sedimento 60%
sat. (NH^j^SO^ 5,35 3,4 . 0,63 2,6 83,4
Dializado 1,8 1,66 0,92 3,8 82,4
(*)
Sephadex G-150 0,33 1,97 5,95 25
DEAE-Sephadex
A- 50 0,3 1,6 5,3 23
(*) Este segundo proceso de purificaciôn por columna se ha realizado con fines de 
detecciôn de isoenzimas (véase 3.1.3.4.).
redisuelto en soluciôn tampôn se comprobô que no existia actividad 
piruvatoquinâsica, consiguiéndose as! una purificaciôn de aproxima­
damente 4 veces con un rendimiento igual al obtenido en la précipita 
ciôn con sulfato amônico.
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3.1.2. PROPIEDADES ENZIMATICAS.
3.1.2.1. Efecto del pH sobre la actividad enzimgtica.
Una gran mayorfa de enzimas presentan acusada dependen- 
cia del pH del microambiente en que actûan, disminuyendo su activi­
dad a ambos lados de un determinado intervalo. El efecto causado por 
la concentraciôn de hidrogeniones sobre la actividad enziinâtica afec 
ta principalmente a très factores;
1.- Valores extremes de pH causan un efecto irreversible so­
bre la estructura protéica, entre los que se incluyen al- 
teraciôn de la energia de enlace y modo de fijaciôn de 
los grupos prostéticos.
2.- Efectos sobre la ionizaciôn del sustrato y enzima.
3.- Efectos sobre la fijaciôn del sustrato a la enzima y so­
bre su reactividad en la catâlisis.
El pH Ôptimo de una enzima es un dato importante, puesto 
que no tiene que coincidir necesarlamente con el pH de su entorno 
intracelular que puede hallarse sobre la pendiente ascendante o des
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cendente de su curva de actividad al pH. Por lo tanto, la relaciôn 
entre pH y actividad enzimâtica puede constituir un factor importan 
te del control intracelular de la actividad de una determinada enzi 
ma.
Los experimentos llevados a cabo segûn se indica en el 
apartado 2.2.8. para determiner la actividad de la enzima a diferen 
tes pHs en la mezcla de reacciÔn, muestran una zona de pH ôptimo en 
tre 7,0 y 7,5 (figura 10).
Determinada la actividad enzimâtica en un margen de pH 
entre 3 y 11, se pudo observer que esta actividad es nula en la zo­
na âcida a valores de pHs menores de 4,5 y por otra parte en la zo­
na alcaline la actividad es ya muy débil a pH 11,0.
Estos datos no difieren notablemente como podemos obser­
ver en la tabla VII, de los obtenidos por LIVINGSTONE y BAYNE (197 4) 
y DE ZWAAN y HOLWERDA (1972) para la misma enzima de manto y mûscu­
lo aductor de mejillôn (M, edulis).
3.1.2.2. Efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima
Con el fin de determinar la estabilidad de la mencionada
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Figura 10 - Efecto del pH en la actividad de piruvatoqui­
nasa de pie de mejillôn (Mytilus edulis L,)
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piruvatoquinasa a diferente pH, es decir, la capacidad de la enz_i . 
ma de ser inactivada irreversiblernente por diferentes concentracio- 
nes de hidrogeniones, se realizaron experimentos utilizando solucio 
nés tampôn de pHs comprendidos entre 3,0 y 12,0 con intervalos de 
0,5 unidades entre dos ensayos consecutivos. -
Los resultados presentados en la figura 11, muestran que 
la enzima mantiene el 100 por 100 de su actividad durante 15 min. a / 
37*C a pHs comprendidos entre 7,0 y 9,0. A valores de pH de 3,5 y , 
12,0 la enzima se inactive completaraente. La grâfica de estabilidad * 
de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn, expresada como actividad 
residual de la enzima tras el tratamiento indicado, muestra una si- • 
metrla mâs acusada que la grâfica de actividad al pH, siendo también 
mâs acentuada la meseta de la grâfica correspondiente a la estabili­
dad, que la de la curva de actividad.
Por otra parte no se han encontrado datos en la bibliogra 
fia sobre estudios de este tipo en piruvatoquinasa de mejillôn que 
permita. una comparaciôn de eStos resultados.
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Figura 11 - Efecto del pH en la estabilidad de piruvatoqui­
nasa de pie de mejillôn (Mytilus edulis L.)
120
3.1.2.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la enzima.
El efecto de la temperatura sobre la velocidad de reac- 
ciôn catalizada por la piruvatoquinasa de pie de mejillôn se recoge 
en la figura 12.
La representaciôn del logaritmo de la velocidad frente 
a la inversa de la temperatura absolute es lineal entre 20 y 35*C. 
El câlculo de la energîa de activaciôn de Arrhenius a partir de la 
grâfica B (figura 12), da un valor de 5.500 calories por mol 
(23.000 J. por mol). El coeficiente de temperatura en el inter
valo lineal es de 1.4, valor que estâ entre los limites dados para 
reacciones catalizadas por enzimas (tabla V).
3.1.2.4. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la enzima.
Los resultados del estudio de la reacciôn de la tempera­
tura sobre la estabilidad de la enzima aparecen en la figura 13. 
Como se observa en la grâfica correspondiente, la enzima conserva 
el 100 por 100 de su actividad cuando se mantiene durante 15 min. a 
pH 7,5 a -20*C y a +20*C., y hasta 50°C la actividad residual dism^
Il
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Figura 12 - Efecto de la temperatura en la actividad de 
piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilus 
edulis L.)
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nuye de una forma muy poco acusada, siendo a ésta Ûltlma temperatu­
ra (50®C), todavla el 90 por 100. La actividad se anula completaraen 
te cuando la enzima se somete a la temperatura de 70"C en las condi 
clones Indlcadas. Los datos de la grâfica (figura 13), nos han perml 
tido obtener la temperatura de semiinactivaciôn que corresponde a 
57.5*C. Este dato nos serâ ûtil para determinar la inactivaciCn a 
esa temperatura en funciôn del tiempo, a fin de poder investigar 
la posible presencia de isoenzimas (3.1.4.).
T A B L A  V.- V A L O R  DEL C O E F I C I E N T E  DE T E M P E R A T U R A  ( Q ^ q )
Intervalo de temperaturas (“C) Q10
15 - 25 1,5
20 - 30 1,4
25 - 35 1,35
JZZ
100
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806020 400-20
T*C
Figura 13 - Efecto de la temperatura en la estabilidad 
de piruvatoquinasa de pie de mejillôn 
(Mytilus edulis L.)
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3,1.3. COOPERATIVIDAD Y ALOSTERISMO. PARAMETROS CINETICOS,
Se han descrito,para las enzimas reguladoras, los fenomer 
nos de cooperatividad y alosterismo. Puesto que la piruvatoquinasa 
es una enzima clave que cataliza una etapa fisiôlogicamente irre­
versible en la glicolisis, es sin duda una de las enzimas regulado­
ras de esta via metabôlica. Prueba de ello es que estâ sometida a 
fenômenos de control grosero y fino. Con respecto a este ûltimo con­
trol la coopérâtividad y el alosterismo son dos manifestaciones de 
su naturaleza reguladora.
Cooperatividad y alosterismo son dos fenômenos reguladores 
que obedecen a dos hechos diferentes. Un sistema enzimâtico dado pued 
exhibir uno o cualquiera de estos fenômenos o los dos.(FROMM, 1 975).
Se dice que una enzima présenta coopérâtividad respecto 
al sustrato cuando una molécula de sustrato facilita la uniôn de 
otra molêcula de sustrato a la enzima o por el contrario dificulta 
dicha uniôn.En el primer caso existe coopératividad positiva y en 
el segundo cooperatividad negative.
Por definiciÔn, las enzimas que son alostêricas tienen, 
ademâs del sitio activo catalîtico, un segundo sitio topologicamen- 
te distinto o sitio alostérico. Aunque el sitio alostêrico carece
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de actividad catalltica es capaz de afectar la catâlisis del sitio 
activo. Cuando ciertos moduladores o efectores se unen al sitio 
alostêrico, las propiedades cataliticas del sitio activo se alteran.
En el caso de sistemas que muestran cinéticas cooperatives, 
la sigmoidicidad (representaciôn asociada a la coopératividad) puede 
aumentar o ser eliminada. Hay enzimas que presentando cinética mi-1 
chaeliana normal, pueden exhibir sigmoidicidad, inhibiciôn o activa- 
ci6n en presencia del efector alostêrico. Estos efectos se manifies- 
tan como alteraciones en los parâmetroa cinêticos de la enzima, modi- 
ficando de esta manera la forma de la curva de ciertas représenta- 
clones, respecto a las correspondientes que ofrecen las enzimas con 
cinética michaeliana normal.
3.1.3.1. Cooperatividad positiva del sustrato fosfoenolpiruvato(PEP)
Representaciôn de Lineweaver-Burk.
Como es conocido, las representaciones de Lineweaver-Burk 
pueden ser un dato en una primera aproximaciôn para poder poner de 
manifiesto la existencia de fenômenos coopératives y/o alostêricos.
Las representaciones de Lineweaver-Burk que se obtienen 
cuando existe interacciôn homotrôpica son generalmente curvadas. La 
curvatura hacia arriba corresponde a interacciôn homotrôpica posi-
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tlva (cooperatividad positiva) y hacia abajo a\. interacciôn hoimo- 
trôpica negativa (cooperatividad negativa) (FARAGO, 1967; M A H L E R  y 
C O R D E S .  1971; LE JOHN, 1971).
Las representaciones de Lineweaver-Burk para PEP como sus— 
trato (figura 14) muestran una ligera curvatura hacia arriba que se 
hace mas acusada para las concentraclones mas bajas de PEP.
Câlculo de Rs.
Segûn se indicô en el apartado 2.2.7., el comporteimiento 
sigmoidal o michaeliano de una enzima se puede distinguir a par­
tir del valor de una constante llamada Rs(figura 14).
Para la determinaciôn de este valor en piruvatoquinasa de 
pie de mejillôn se realizaron cinco experimentos resultando un va­
lor medio de 20.6, siendo 81 el valor teôrico correspondiente al 
comportamiento michaeliano de una enzima.
El valor obtenido por nosotros, estâ de acuerdo con los 
resultados anteriores en el sentido de confirmar la cooperatividad 
positiva respecto al sustrato PEP.
Queremos hacer constar que el valor de Rs, que es muy cla- 
ro teôricamente, no lo es tanto al obtener el valor experimental 
sobre la representaciôn michaeliana. Su valor puede ser unido a otros 
corfirmatorio de un hecho
IZ/
0.8
0.6
25 PEPmM
0.40.2 0.8 0.8
PEPmM
Figura 14 - Representaciôn de Michaelis-Menten (A) y 
Lineweaver-Burk (B) para la actividad de 
piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilus 
edulis L. )
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Câlculo del coeficiente de Hill.
La representaciôn del log de v/V-v frente al log. de la 
concentraciôn de sustrato (PEP), para la piruvatoquinasa de pie de 
M. edulis. da una llnea recta, cuya pendiente (coeficiente de Hill) 
tiene un valor mayor que la unidad, lo cual indica cooperatividad 
positiva respecto a PEP. Las experiencias realizadas para su deter­
minaciôn dan un valor medio para "h" de 1.6 (figura 15).
Representaciôn de v/V/ PEP frente a v/V.
Esta representaciôn guarda analogîa con la propuesta por 
SCATCHARD (1949) (y la descrita por Hofstee y Augustinsson), para 
determinar nûmeros de sitios de uniôn de los ligandos por molécula 
de proteina, as! como el valor de (constante de disociaciôn del 
complejo proteina-ligando). En el caso de aplicarse este criterio 
para enzimas que al unirse a los ligandos (sustratos) lo transfor- 
man, no se puede hablar de una constante de disociaciôn del comple­
jo enzima-ligando, manteniéndose éste inalterado, puesto que los 
ligandos unidos serlan transformados en productos, y esta transfor- 
maciôn en producto estarla regida por una nueva constante de velo­
cidad (Kg) , razôn por la cual en un sentido estricto no se debe apl_i
2.0
0.5
0.5
Log [PEP] mM
-1.S -1.0. -0.5
-0.5
Figura 15 - Representaciôn de Hill para la curva de sa­
turaciôn de piruvatoquinasa por PEP, en pie 
de mejillôn (Mytilus edulis L.)
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car la denominaciÔn de Scatchard a esta representaciôn. No obstan­
te KOSHLAND (1970) indica que mediante la representaciôn de Scat­
chard, de la forma de la grâfica que se obtenga se puede deducir
la existencia o no de cooperatividad y el tipo de esta en un siste- •’
ma enzimâtico. De todas formas esta estimaciôn séria vâlida si en 
el caso que estamos considerando de la piruvatoquinasa de pie de 
mejillôn, se cumpliesen al menos los siguientes requisitos:
1.- Que por medirse las velocidades iniciales de reacciôn, la 
concentraciôn de enzima ligando (ES) quede prâcticamente 
inalterada, pudiendo considerarse que el sistema E + S ^
ES estâ en equilibrio.
2.- Que en la reacciôn catalizada por la piruvatoquinasa, por ,
ser bisustrato, el segundo sustrato (ADP) no afecte al
equilibrio mencionado.
3.- Que el mecanismo de la reacciôn, no conocido para la piru • 
vatoquinasa de pie de mejillôn, objeto de este trabajo, 
tampoco altéré dicho equilibrio.
Con las anteriores suposiciones podria ser posible consi-, ‘ 
derar que la medida de la V mâxima sea indicativa de la concentra- 
ciôn de E^, y a su vez la medida de v séria un Indice de la concen- ' 
traciôn del complejo ES, a concentraciones no saturantes de sustra­
to. ' \
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En consecuencia se podria admitir de una forma aproximada 
que esta representaciôn, si bien desde un criterio estrictamente 
fIsico-qulmico, no es la que corresponde a las condiciones estable- 
cidas por Scatchard, puede utilizarse como un medio para evaluar 
cooperatividad en un sistema enzima-sustrato.
La representaciôn de v/V / PEP frente a v/V para la p^ 
ruvatoquinasa de pie de mejillôn da una curvatura indicativa de co­
operatividad positiva (figura 16).
De todo lo expuesto anteriormente podemos deducir que la
piruvatoquinasa de pie de mejillôn présenta cinética sigmoidal en 
presencia del sustrato. Este hecho se pone de manifiesto mediante 
los siguientes resultados ya mencionados:
1.- La representaciôn de Lineweaver-Burk no da una linea rec 
ta sino que es un poco curvada hacia arriba.
2.- El valor de Rs que en cinética normal michaeliana debe
ser de 81, adquiere en este caso un valor de 20.6.
3.- El coeficiente de Hill tiene un valor en todas las expe­
riencias realizadas (3) mayor que la unidad, con un valor 
medio de 1.6.
4.- La representaciôn v/V / PEP frente a v/V da una linea 
cuya curvatura esté de acuerdo con la existencia de coope 
ratividad positiva.
16 
5
lu 4
Q.L— *
>  3
>
2 
î
0,25 0,5 0,75
v/V
1.0 1.25
Figura 16 - Representaciôn de v/V/PEP frente a v/V para 
piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilus 
edulis L.).
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3.1.3.2. Determinaciôn de g.
Puesto que en los datos expuestos anteriormente hemos ha- 
blado de la existencia de cooperatividad positiva del sustrato PEP 
para la piruvatoquinasa, que se manifiesta en una cinética sigmoi­
dal, no se puede hablar de constante de Michaelis puesto que esta 
denominaciôn séria impropia, ya que la enzima no exhibe cinética 
con representaciôn hiperbôlica. Sin embargo, podemos obtener un va­
lor, que corresponde a la concentraciôn de sustrato para la que se 
obtiene la mitad de la velocidad mâxima y a este valor se le deno- 
mina *50,5'
La determinaciôn de la Kg^ g para fosfoenolpiruvato se 
realizô utilizando las condiciones de ensayo previamente descritas
en el apartado 2.2.2,, y usando concentraciones de PEP que variaron
-2 -2 en un margen entre 5 x 10 mM y 210 x 10 mM. para una concentra-
ciôn fija de ADP (140 x 10  ^mM).
La evaluaciôn de Kg^ g se realizô a partir de las siguien 
tes representaciones de datos:
1.- A partir de las representaciones de Michaelis-Menten. La
evaluaciôn de la  ^ se realizô de la forma normal utiliSu,5 —
zada para la determinaciôn de la Km en cinética normal.
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2.- A partir de las representaciones de Lineweaver-Burk. En 
este caso se eliminaron los valores que corresponden a 
concentraciones mâs bajas de PEP donde era tnâs acusada
la curvatura. Los modèles raatemâtlcos dados para explicar 
el compo rtami en to sigmoidal de determinadas protelnas ol^ 
gomëricas coinciden en que a altas concentraciones de su£ 
trato, la ecuaciôn que express el comportamiento de la 
enzima es la de una hipérbola. Las representaciones de 
Lineweaver-Burk en el caso de enzimas con cinética sigmo£ 
dal es como ya hemos dicho una linea curva, pero elimi- 
nando los valores de sustrato que corresponden a bajas 
concentraciones, darâ una llnea recta ya que la ecuaciôn 
matemâtica es una hipérbola y se puede extrapolar y hallar 
el valor de Kg^ g.
Representaciones que corresponde a la forma "R" de la ter 
minologla de "MONOD".
Para la obtenciôn de las rectas, los puntos se ajustaron 
por mlnimos cuadrados (figura 17), prescindiendo de los puntos ind£ 
cados (generalmente a partir de una concentraciôn de PEP que da una 
velocidad inferior a la mitad de la velocidad mâxima).
3.- A partir de las representaciones de Hill. El punto donde 
log de v/V-v se hace igual a cero corresponde a Kg^ g.
El valor de la Km para el ADP se estimô a partir de la re
1/VxlO
6 8 10 122 U
AOP mM'
Figura 17 - Representaciôn de Lineweaver-Burk para la 
actividad de piruvatoquinasa de pie de % -  
tilus edulis frente a PEP (A) y ADP (B) .
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presentaclôn de Lineweaver-Burk, siendo éste de 0,160 mM. (figura 
16 "B")'
En la tabla VI se expresan los valores de Kg^ g obtenidos 
en log très tipos de representaciones citadas, as! como los valores 
de otras constantes.
TABLA VI.- PARAMETROS CINETICOS DE PIRUVATOQUINASA DE PIE DE MEJILLON.
Tipo de representaciôn Coeficiente de
SO,5 Rs
de datos Hill (h)
Michaelis-Menten 0,129 mM. (n = 6)   20,6 (n => 5)
Lineweaver-Burk 0,135 mM. (n = 5) ---- ----
Hill 0,132 mM. (n = 3) 1,6 (n = 3) ----
n = numéro de expérimentes.
3.1.3.3. Efectores alostéricos.
Ya se ha mencionado la influencia de ciertas molêculas 
(efectores), que pueden raodificar la coopératividad del sustrato pa
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ra una determinada enzlma, pudiendo presentar efectos positives o 
negatives sobre la coopératividad ya descrita.
Aunque los primeros estudios sobre este tipo de modula- 
ciôn se han centrado en el estudio de sustancias inhibidoras, no per 
eso se puede descartar la importancia de sustancias activadoras que 
se puede considerar que actûan mediante un mécanisme anâlogo. Este 
es el caso de la piruvatoquinasa estudiado que manifiesta modula- 
ciôn per ambos tipos de efectores.
Efecto de la Fructosa-1,6-biofosfato sobre la actividad de la enzi- 
ma.
En la figura 18, se muestran las curvas de velocidad fren 
te a la concentraciôn de sustrato PEP en ausencia y presencia de 
FbP. Cuando la FbP esté ausente, se puede observer como ya hemos 
indicado (3.1.3.1.), una débil dependencia atîpica de la velocidad 
de reaccidn respecto a la concentréeiôn de sustrato; hay un efecto 
homotrôpico positive, respecto a PEP. La adiciôn de FbP (0,1 mM) 
cambia esta cinëtica a hiperbôlica y da una linea recta en las re­
presentac iones de Lineweaver-Burk.
El coeficiente de Hill en presencia de FbP es aproximada- 
mente la unidad (1,08), lo que indica que la presencia de este efec
)0.6
0.2
1.0.0.8 
PEP mM
0.80.2
S
20 PEPm M-
Figura 18 - Efecto de Fructosa-1,6-bifosfato en la activi 
dad de la piruvatoquinasa-de pie de mejill<5n~ 
(Mytilus edutis L.)
O Control
à En presencia de Fructosa-1,6-bifosfato.
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tor hace desaparecer la cooperatividad positiva de PEP (figura 19).
El valor de la ^ en ausencia de FbP es de 0,135 mM y
en su presencia toma un valor de 0,065 mM. (podria en este caso de- 
cirse que se trata de Km dado la aparicidn de la cinética hiperbôl^ 
ca.
El efecto activador de la FbP se manifiesta de una forma 
mâs potente a bajas concentraciones de PEP siendo bastante menos 
apreciable a altas concentraciones de este sustrato.
Las distintas investigacwones realizadas acerca de la pi­
ruvatoquinasa de distintos origenes, muestran que los organismos 
ectotermos exhiben en sus propiedades respecto a determinados efec­
tores, diferencias mSs acusadas que las que présenta la enzima de 
mûsculo de mamifero. SOMERO y HOCHACHKA, (1968) , han mostrado que 
la piruvatoquinasa de mûsculo blanco de trucha es activada por FbP. 
Este mismo efecto ha sido encontrado para la piruvatoquinasa de mû£ 
culo aductor de ostra (MUSTAFA y HOCHACHKA, 1971), sin embargo en ambos 
casos la enzima no présenta cinética sigmoidal aûn en ausencia de 
este efector. DE ZWAAN y HOLWERDA (197 2) senalan en piruvatoquinasa 
de mûsculo aductor de mejillén, el efecto de la FbP en el cambio de 
cinética sigmoidal a cinética hiperbélica normal. LIVINGSTONE y 
BAYNE (1974) encuentran también este mismo efecto en piruvatoquina­
sa de manto de este mismo bivalvo.
Como se acaba de exponer, nuestros trabajos sobre piruva-
Log v/V-v 
2.0 ,
0
0.5
2 Log [PEP]-2
-0,5
Figura 19 - Representaciones de Hill para la curva de sa- 
turacidn de piruvatoquinasa de pie de mejilldn 
(Mytilus edulis h. )
O Control (PEP)
Â En presencia de Fructosa-1,6-bifosfato.
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toquinasa de pie de nvejilldn, manifiestan el mismo tipo de efecto 
por FbP que el ejercido en la misma enzima de los ôrganos anterior- 
mente citados de mejillôn.
Efecto de la alanina en la actividad de la enzima.
La alanina se manifiesta como un inhibidor de la piruva­
toquinasa de pie de mejillôn. Este efecto inhibidor es anulado por 
la presencia de FbP.
La figura 20, muestra las curvas de velocidad frente a la 
concentraciôn de sustrato en presencia de alanina y de alanina mâs 
FbP. La alanina aumenta el perfil sigmoidal de la curva de veloci­
dad frente a la concentraciôn de sustrato, es decir se manifiesta 
como un efector alostérico negativo. La presencia de FbP (0,1 mM.) 
anula el efecto producido por la alanina (2 mM.) manifestando a su 
vez su efecto activador y transformando el perfil sigmoidal de la 
curva en hiperbôlico, lo cual se expresa en un cambio en el valor 
del coeficiente de Hill que en presencia de alanina es de 2,10 
(figura 21) y en presencia de alanina mâs FbP es de 1,05; asi como 
en las representaciones de Lineweaver-Burk.
El valor de Kg^  ^varia en presencia de alanina, siendo 
en este caso de 370 mM.
0.8
0.8
0,4
0.2
0.8 1.0 
PEP mM-^
0.2 0.8
15 205 10
Figura 20 - Efecto de alanina y alanina en presencia de 
Fructosa-1,6-biofosfato en la actividad de 
la piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilus 
edtilis L. )
O Control
A En presencia de alanina
A En presencia de alanina y Fructosa-1,6- 
-bifosfato.
Log v /V - v
*’h "  controls 1.66
Log (PEP]
-  - 0 .5
-  - 1.0
Log v /V -v
Log v /V - v
h *(FbP+alanina)s1,05 « .f i i  o "h"Alanina =2.1 
/  0.5L. 0.5
-0 .5-0 .5
-  - 1.0
Figura 21 - Representaciones de Hill para la curva de satu 
raciôn de piruvatoquinasa de pie de mejillôn 
(Mytilus edulis L.)
A ;  Control
B: En presencia de alanina
C: En presencia de alanina y Fructosa-1,6- 
-bifosfato.
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La  i n h i b i c i ô n  p o r  a l a n i n a ,  q u e  es t a m b i é n  c o n o c i d a  e n  pi  
r u v a t o q u i n a s a  d e  h î g a d o  d e  r a t a  {WALKER y POTTER, 1973; CARBONELL y col., 
1973), es d e  s i n g u l a r  i m p o r t a n c i a  e n  e l  c a s o  d e  la e n z i m a  d e  m e j i ­
llôn, y a  q u e  e s t e  c o m p u e s t o  se f o r m a  c o m o  p r o d u c t o  f i n a l  d e  la g l i  
c o l i s i s  e n  e l  m e t a b o l i s m o  a n a e r ô b i c o  d e  e s t e  animal.. J u n t o  c o n  u n  
d e s c e n s o  de p H  p o r  a c u m u l a c i ô n  d e  é c i d o s  o r g â n i c o s ,  un a u m e n t o  d e  la 
c o n c e n t r a c i ô n  d e  a l a n i n a  i n h i b e  la a c t i v i d a d  d e  la p i r u v a t o q u i n a s a  
d e  m e j i l l ô n  f a v o r e c i e n d o  a s î  la c a r b o x i l a c i ô n  d e  PEP, y a  q u e  la c o n  
c e n t r a c i ô n  d e  F b P  e s  s u f i c i e n t e m e n t e  b a j a  e n  e s t a s  c o n d i c i o n e s .
El efecto de alanina en mûsculo aductor de mejillôn ha s^ 
do descrito por HOLWERDA y DE ZWAAN (1973). La presencia de alanina 
afecta al valor de la Kg^ g para el PEP pero deja el valor de la ve 
locidad mâxima prScticamente inalterado.
En manto de mejillôn los resultados obtenidos por LIVING­
STONE y BAYNE (1974), muestran que la alanina aumenta la sigmoidici 
dad de la curva, disminuyendo a su vez la velocidad mâxima. Este 
( mismo efecto ha sido encontrado en manto y mûsculo aductor de ostra 
(MUSTAFA y HOCHACHKA. 1971).
En los resultados obtenidos por nosotros el efecto inhib^ 
dor de la alanina afecta tanto a la V max. como a la Kg^ g con res­
pecto a PEP. Si se comparan estos resultados de piruvatoquinasa de 
pie de mejillôn, con los referidos anteriormente en otros ôrganos 
de este molusco, se puede concluir que las propiedades de regula- 
ciôn por alanina de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn son mâs 
similares a las del manto que a las del mûsculo aductor.
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Tipo de Inhiblclôn producido por alanina,
Una vez descrito que la alanina es un potente inhibidor 
de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn, résulta del mâximo inte- 
rés establecer el tipo de inhibiciôn que ésta sustancia ejerce.
Los resultados expuestos en la figura 22, en la cual se 
expresa la representaciôn de Lineweaver-Burk utilizando concentra­
ciones de sustrato que dan una linealidad a la grâfica, ponen de ma 
nifiesto, que la alanina como ya hemos senalado afecta tanto a la 
V max. como a la Kg^ g, de la piruvatoquinasa con respecto al sus­
trato PEP.
Como se ha citado anteriormente la modulaciôn de la piru­
vatoquinasa por alanina es de tipo alostérico ya que altera no sola 
mente la afinidad enzima-sustrato sino también la cooperatividad de 
la reacciôn, desplazando la curva de velocidad en relaciôn a la con 
centraciôn de sustrato, hacia la derecha variando el valor del coe­
ficiente de Hill.
Distintos autores (WEBER y col., 1968; ROZENGURT y col., 1970), 
han descrito que la alanina inhibe a la piruvatoquinasa en forma 
competitiva frente al sustrato PEP; nuestros resultados como se des 
prende de la grâfica obtenida no estân de acuerdo con estas afirma- 
ciones. Sin embargo, teniendo en cuenta que las representaciones de
2 6I
PEP mM"’
Figura 22 - Representaciôn de Lineweaver-Burk para la 
actividad de piruvatoquinasa frente a PEP 
(A) y PEP en presencia de alanina (B) en 
pie de mejillôn (Mytilus edulis L.)
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Lineweaver-Burk se han realizado despreciando los valores de baja 
concentraciôn de sustrato, tampoco puede decirse exactamente el t^ 
po de inhibiciôn encontrado en virtud de esta representaciôn. Mo 
obstante no séria atrevido sehalar que por la cierta analogia estruc 
tural entre el sustrato y el inhibidor pudiese existir una competi- 
ciôn por el centro activo de la enzima. Por otra parte, el hecho de 
que en presencia de FbP (con ninguna analogia estructural con la 
alanina) anule completamente dicha inhibiciôn hace pensar que la 
alanina puede tener en la enzima un sitio de uniôn alostérico.
Influencia del pH sobre el efecto de alanina y FbP.
En la figura 23, se puede observar el efecto de diverses 
concentraciones de alanina a dos pHs diferentes, y en presencia y 
ausencia de FbP, empleando concentraciones saturantes de PEP. Como 
se desprende de la grâfica, al pH de la mâxima actividad de la piru 
vatoquinasa de pie de mejillôn, el 50 por 100 de inhibiciôn de la 
enzima por alanina tiene lugar a una concentraciôn 2.5 mM. A un pH 
mâs âcido (G; 5) , el 50 por 100 de inhibiciôn se alcanza a una con­
centraciôn de alanina de 0,5 mM.
La FbP (0,1 mM) anula completamente el efecto inhibidor 
de la alanina a cualquiera de las concentraciones ensayadas y a los 
dos pHs utilizados.
Ih1>
ISO
12S
100
<  75
SO
25
2 3 7S& 5
Alanina mM
Figura 23 - Influencia de distintas concentraciones de 
alanina en la actividad de piruvatoquinasa 
de pie de mejillôn (Mytilus edulis L.)
• pH 6,5
A pH 7,5
O pH 6,5 en presencia de fructosa-1,6-bifosfato
A pH 7,5 en presencia de Fructosa-1,6-bifosfato
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También se puede observar en dicha figura que a medida 
que aumenta la concentraciôn de alanina aumenta el grado de inhibi­
ciôn de la enzima. Este efecto ocurre para los dos pHs ensayados, 
sin embargo al pH de mâxima actividad de la enzima (7,5), la inhi­
biciôn por alanina no es total aûn a la concentraciôn de 6 mM, con­
centraciôn que supera la concentraciôn fisiolôgica de este aminoâc_i 
do dada por DE ZWAAN (1972) para mejillôn.
Al pH mâs bajo ensayado (6,5) y a concentraciôn 4 mM de 
alanina, la inhibiciôn que se ejerce es prâcticamente total.
Asf podemos concluir que el efecto de alanina asi como el 
de FbP depende en gran medida del pH al cual estos compuestos actûan.
La influencia del pH sobre la cinética enzimâtica de la 
piruvatoquinasa de mejillôn tiene segûn HOLWERDA y col., (1973), un 
alto significado fisiolôgico. Los bivalvos, taies como el W. edulis, 
son capaces de resistir condiciones anaerôbicas durante muchos dias 
debido a su hâbitat, acumulando alanina y una serie de âcidos orgâ- 
nicos. Como la formaciôn de âcidos dicarboxilfcos tiene lugar fonda 
mentalmente por carboxilaciôn del PEP en vez del piruvato (DE ZWAAN 
y VAN MARREWIJK, 1973), en condiciones fuertemente anaerôbicas que pro 
vocan acidificaciôn celular, la inhibiciôn de la piruvatoquinasa 
por alanina que también se acumula en esas condiciones, puede tener 
un efecto beneficioso a fin de que se aumenten los niveles de PEP 
para que éste pueda ser carboxilado a oxalacetato y seguir la ruta 
metabôlica mâs adecuada de acuerdo con las disponibilidades glucidi
150
cas del organisme.
El efecto de la FbP, metabolito que se acumula cuando la 
glicolisis es muy intensa, tiene también una gran importancia regu- 
ladora, ya que al suprimir la inhibiciôn por alanina de la piruvato 
quinasa a ambos pHs permite que el flujo glicolltico continue en 
las condiciones anaerôbicas mâs extremes.
También se ha podido observar el efecto inhibidor de ATP 
sobre la piruvatoquinasa de pie de mejillôn, (figura 24) siendo su 
influencia menos acentuada que en el caso de la alanina. De los pHs 
ensayados, 7,5 y 6,5 manifiesta mâs efecto a pH mâs âcido, adqui- 
riéndose el 50 por 100 de inhibiciôn a una concentraciôn 3,5 mM de 
ATP, a este ûltimo ptt.
De lo anteriormente expuesto podemos concluir que la act^ 
vidad de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn es regulada por PEP, 
FbP, alanina, ATP y el valor del pH. Un papel regulador similar se 
le asigna a piruvatoquinasa de higado de rata llamada tipo "L" (TA­
NAKA y col., 1965; CARBONELL y col., 1973). El tipo "L" y la enzima de pie 
de mejillôn tiene respuestas similares respecto a los efectores men 
cionados.
En la tabla VII se exponen las propiedades de piruvatoqui^ 
nasa de manto, mûsculo aductor y pie de M. edulis.
De la observaciôn de dicha tabla donde nuestros resultados
I5\
"O
o■o
u
<
100
5 0
2 3 L
ATP m M
Figura 24 - Influencia de concentraciones variables de 
ATP en la actividad de piruvatoquinasa de 
pie de mejillôn (Mytilus edulis L.)
O pH 6,5 
A pH 7,5
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TABLA VII.- COMPARACION DE PARAMETROS CINETICOS DE PIRUVATOQUINASA DE PIE, MANTO 
Y MUSCULO ADUCTOR DE MEJILLON (MYTILUS EDULIS L.).
Manto Mûsculo aductor Pie
( UM.)
230 650 132
Inhibiciôn por
alanina.K_^ _ SO, 5
1080 1580 370
Vmax. reducida Vmax. poco afectada Vmax. reducida
alanina 1 mM. alanina 2 mM. alanina 2 mM.
Activaciôn por
FbP. KSO, 5
80 250 65
Vmax. no se afecta Vmax. no se afecta Vmax. poco afec- 
FbP 0,1 mM. FbP 0,1 mM. tada FbP 0,1 mM.
pH ôptimo
Coef. de Hill 
"h" (PEP)
7,5 - 8,0
1,3
7,0 - 8,0
1,3
7,0 - 7,5 
1,6
Coef. de Hill 
FbP (0,1 mM.)
1,0 1,08
Coef. de Hill 
alanina (2 mM.)
1,75 2 , 1
Coef. de Hill 
alanina y FbP
Alanina y pH 
FbP y pH
Inhib. mayor a 
pH mâs bajo
Activ. independ. 
del pH
Inhib. mayor a 
pH mâs bajo
Activ. mayor a 
pH mâs bajo
1,05
Inhib. mayor a 
pH mâs bajo
Activ. mayor a 
pH mâs bajo
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vgo 5 Gn pie présenta un valor bastante mâs bajo que en los otros
obtenidos con pie de mejillôn se comparan con los correspondientes 
a manto y mûsculo aductor, obtenidos por otros autores ya menciona- 
dos, se pueden deducir determinadas analogies y diferencias. La
dos ôrganos, lo cual parece indicar una alta actividad metabôlica 
para el pie del mencionado molusco, incluso en condiciones de baja 
concentraciôn de sustrato.
Con respecto a la activaciôn o inhibiciôn de la piruvato­
quinasa por efectores, los resultados son muy similares, se observa 
que la Kg^ g en presencia de alanina résulta aumentada en todos los 
casos en una proporciôn similar y la activaciôn por FbP que se man^ 
fiesta en una disminuciôn del valor de la Kg^ g en una proporciôn 
del mismo orden de magnitud.
El efecto coopérative expresado como el coeficiente de 
Hill en relaciôn con el sustrato PEP pone de manifiesto datos muy 
anâlogos para los très Ôrganos estudiados, valores que también se 
modifican en presencia de alanina y FbP en la misma proporciôn.
La inhibiciôn por alanina, dependiente del pH que se ex­
presa también en la tabla, résulta en todos los casos tanto mayor 
cuanto mâs bajo es el pH dentro de los limites ensayados. Por el 
contrario, salvo en el caso de la PK de manto, la activaciôn por 
FbP résulta incrementada a medida que disrainuye el pH.
En lineas générales podemos concluir que la PK de pie de
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mejillôn manifiesta propiedades similares a las encontradas en los 
otros ôrganos estudiados, con la salvedad de un valor en la Kg^ g 
mâs bajo, lo que refleja una mayor afinidad por el sustrato PEP.
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3.1.4. INVESTIGACION DE ISOENZIMAS,
Se admite generalmente que para que una enzima exhiba coope 
ratividad debe ser oligomérica, ya que los modelos teôricos mâs cono 
cidos (MONOD y col., 1965; KOSHLAND y col., 1966), apoyan esta suposiciôn. 
Sin embargo, existen excepciones como es el caso de la albûmina de 
suero bovino (KOLB y WEBER, 1972). La uniôn de ciertas moléculas a cade 
nas simples de albûmina de suero bovino parecer ser cooperative cuan 
do los datos se representan de acuerdo con la ecuaciôn de Hill, y 
existen algunos modelos que tratan de explicar la existencia de ciné 
ticas sigmoidales en proteinas monoméricas. Uno de ellos supone la 
existencia de mûltiples vias para dar lugar a varies complejos enzi­
ma-sustrato cuando se une el sustrato al ûnico sitio activo (SWEENY y 
FISHER, 1968). Otro modelo que puede explicar datos cinéticos no hiper- 
bôlicos, lleva consigo cambios en la actividad catalltica de una enzi 
ma como una funciôn del tiempo (FRIEDEN, 1970; FRIEDEN, 1979), lo que se 
conoce como fenômenos de histéresis.
La existencia de formas isoenzimâticas no presupone que la 
enzima esté constituida por subunidades en estructura cuaternaria, 
aunque este hecho se présenta con mâs frecuencia en enzimas oligomé- 
ricas, como es el caso de la lactato deshidrogenasa en mamîferos.
Para esta investigaciôn se han realizado ensayos utilizan­
do las técnicas de separaciôn de cromatografla y electroforesis y 
por otra parte se ha determinado el curso de la inactivaciôn térraica
156
de la enzima con extracto crudo y parcialmente purificado a la tempe 
ratura de semiinactivaciôn en funciôn del tiempo.
3.1.4.1. Cromatografia en Sephadex G-150 y DEAE-Sephadex A-50.
La cromatografla en columna se ha realizado utilizando dos 
tipos de fase estacionaria sucesivamente: Sephadex G-150 y DEAE Se- 
phadex A-50. Para la primera se utilizô el extracto parcialmente pu 
rificado procédante de la diâlisis de la fracciôn 30-60 por 100 de 
saturaciôn con sulfato.amônlco. En la segunda se utiliza la totali- 
dad de las fracciones con actividad enzimâtica procédantes de la cro 
matografia anterior.
Como es sabido, el soporte Sephadex G-150 fracciona las 
proteinas en orden a su tamano molecular y DEAE-Sephadex A-50 las 
fracciona ademâs en orden a su carga iônica.
Los resultados obtenidos en esta forma de fraccionamiento, 
se expresan en las grâficas correspondientes a las figuras 25 y 26, 
en las que pueden observarse los perfiles de eluciôn correspondien­
tes a ambas cromatograflas.
En la cromatografia de gel Sephadex G-150 se pone de mani­
fiesto un solo pico de eluciôn en una estrecha zona de fraccionamien
2.5 -  1.0
2.0
I
0.4 o
<
0.5
100 14020 180 26060 220
Figura 25 - Perfil de eluido de la cromatografia en 
Sephadex G-150.
O Actividad enzimâtica 
A Proteinas (absorbancia a 280 nm.)
0.5
KCl
2.0
-  0,3>.5
0.80.21.0
0.5
260 300220ISO
Vslmtl
Figura 26 - Perfil de eluido de la cromatografla en 
DEAE-Sephadex A-50
O Actividad enzimâtica 
à Proteinas (absorbancia a 280 nm.)
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to (correspondiente;.a un volumen de eluciôn de 50 ml.). En ninguna 
otra zona de eluciôn apareciô actividad enzimâtica, si bien se de- 
tectaba la presencia de proteinas. Estos datos obtenidos permiten su 
gerir que la pifruvatoquinasa de pie de mejillôn, corresponde a una 
sola especie molecular, no revelando existencia de isoenzimas.
Para confirmer estos resultados, se sometiô la mezcla con- 
junta de todas las fracciones eluidas que presentaban actividad enzi 
mâtica a cromatografla de cambio iônico, utilizando DEAE Sephadex 
A-50 y usando un gradients de KCl 1 M. El perfil de eluido de la cro 
matografla en DEAE Sephadex A-50 (figura 26) muestra también un solo 
pico de actividad cuyo mâximo eluye a una concentraciôn 0,33 M. de 
KCl. Estos resultados confirman los anteriores en el sentido de la 
no existencia de isoenzimas de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn, 
al menos en las condiciones de ensayo utilizadas por nosotros, expues 
tas en el apartado 2.2.9 y 2.2.10.
Independientemente de los resultados expuestos sobre la no 
detecciôn de formas isoenzimâticas, para cuyo fin se realizaron es­
tas cromatograflas descritas, es de interés senalar el grado de pu­
rif icaciôn obtenido en estos procesos, referidos a los mâximos de 
los picos de eluciôn (tabla IV).
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3.1.4.2. Electroforésls en gel de pollacrllamlda,
La electroforésis en gel de pollacrilamida como es conocido, 
separallas proteinas en disoluciôn basSndose en las diferentes velo- 
cidades de migraciôn cuando se exponen a la acciôn de un campo eléc- ‘ 
trico y un pH determinado que no coincide con el punto isoeléctrico. /
La preparaciôn de los geles y la técnica de electroforesis 
empleada se encuentra descrita en el apartado correspondiente de Ma­
terial y Métodos.
El desarrollo electroforético se realizô en muestras con di . 
ferente grado de purificaciôn: extracto crudo (A), extracto proceden 
te de la fracciÔn del 30-60 por 100 de precipitaciôn con sulfato amô 
nico (B), extracto dializado (C) y en el eluato de la cromatografla 
de DEAE Sephadex A-50 (D) , (figura 27) .
En todos los casos ensayados se obtiene solamente una zona 
con actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa (figura 27) determi­
nada segûn se ha indicado en el apartado 2.2.11.
MUSTAFA y HOCHACHKA (1971) , estudiaron las propiedades de 
la piruvatoquinasa de ostra (C. gigas) en diferentes tejidos de este 
bivalvo marino. Solamente el mûsculo aductor muestra dos bandas en 
su desarrollo electroforético, El manto y las branquias muestran una
let
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Figura 27 - Comportamiento electroforético en gel de pôlia- 
crilamida
3; Extracto procédante de la fracciôn 30-60 por 
100 de saturaci6n con sulfato amônico.
A ; Extracto crudo
B ; ec 
ure
C ; Extracto dializado trente a EDTA
j) ; Eluato de la cronatografla de DEAE-Sephadex 
A-50
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movilidad electroforêtica similar y s61o aparece una banda con act^ 
vidad de piruvatoquinasa.
En contraste con los resultados expuestos anteriormente,
DE ZWAAN y HOLWERDA (1972), encuentran que la piruvatoquinasa de mÛ£ 
culo aductor de M. edutia no manifiesta formas diferenciables utili- 
zando la técnlca de electrofoenfoque. Estos autores utilizan para 
sus experimentos dos fracciones de piruvatoquinasa de diferente actl 
vidad especlfica. Las dos fracciones manifiestan un amplio pico y al 
menos otros tres mâs pequenos e interpretan estos resultados en el 
sentido de que los varios picos estân ampliamente relacionados y de- 
ben ser agregados de idénticas subunidades o mondmeros con diferen­
te ndmero de agregacidn.
En relacidn con la enzima del manto LIVINGSTONE y BAYNE 
(1974) , sugieren la existencia de isoenzimas para explicar la varia- 
cidn estacional de la Kg^  ^ con respecto a PEP de esta piruvatoquina
En nuestros experimentos, como ya hemos indicado, en todas 
las fracciones observadas se manifiesta el mismo comportamiento 
electroforético, no apareciendo en ningdn caso formas de piruvato­
quinasa distinguibles electroforéticamente y ademâs, el hecho de 
que aparezca un solo pico de actividad en todas las fracciones ensa 
yadas, parece confirmer afin mâs la no existencia de formas iseenzi- 
mâticas.
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3.1.4.3. Actividad residual a la temperatura de semiinactivacidn en 
funcidn del tiempo.
Estos experimentos ban sido realizados con el fin de poder 
detectar la posible existencia de formas isoenzimâticas en la piruva 
toquinasa de pie de mejilldn, utilizando una metodologia completamen 
te distinta a la anterior, siguiendo el curso de la inactivacidn en 
funcidn del tiempo.
Como se puede observer en la figura 28, la enzima conserva 
el 50 por 100 de su actividad durante 5 min, a 57,5*C, lo cual confir 
ma el valor observado para la temperatura de semiinactivacidn y pré­
senta una inactivacidn de un 95 por 100 a los 150 minutes.
En las figuras 28 y 29, correspondientes a extracto parcia^ 
mente purificado y a extracto crudo respectivamente, se puede obser­
ver la existencia de dos curvas de diferentes pendientes. La primera 
con mayor pendiente de un période no superior a 15 minutes y des­
puds la otra con una pendiente menos pronunciada que se mantiene du 
rante todo el intervalo de tiempo medido.
A la vista de estos resultados se pueden dar varias explica
iones:
1.- La forma de las curvas se puede atribuir a la presencia de
100
so
15080
t (min.)2,0
0,5
20
Figura 28 - Actividad residual a la temperatura de semi- 
inactivacidn_en funcidn del tiempo de piruva 
toquinasa de pie de mejilldn (Mytilus edulis L.) 
Extracto parcialmente purificado.
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Figura 29 - Actividad residual a la temperatura de semi- 
inactivaciôn en funciôn del tiempo de piruva_ 
toquinasa de pie de mejillôn (Mytilus edulis L.) 
Extracto crudo.
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d o s  i s o e n z i m a s ,  c a d a  u n a  d e  las c u a l e s  t e n d r i a  u n a  e s t a b i -  
l i d a d  térraica d i s t i n t a ,  es d e c i r  q u e  u n a  s e a  m â s  l â bi l  q u e  
la o tra, y  asi c a d a  u n o  d e  los t r am o s  r e c t o s  corresponde*-' 
r i a  a u n a  i s o e n z i m a .
2.- Q u e  b a y a  d o s  e s t a d o s  e n z i m â t i c o s  a c t i v o s  c a t a l i t i c a m e n t e , 
u n o  el i n i c i a l  o n a t i v o  y o t r o  u n  i n t e r m e d i o  f o r m a d o  e n  la 
t e r m o a c t i v a c i ô n ,  t o d a v l a  acti v o ,  c o n  lo c u a l  c a d a  e s t a d o  
s é ri a  r e s p o n s a b l e  d e  u n a  p e n d i e n t e .
3.- Q u e  a p a r t i r  de u n  c i e r t o  t i e m p o  de c a l e n t a m i e n t o  h a y a  un 
c a m b i o  c o n f o r m a c i o n a l  de r e f o r z a m i e n t o  de e n l a c e s  h i d r o f ô -  
b i c o s  e n t r e  las s u b u n i d a d e s  o e s t r u c t u r a  c u a t e r n a r i a  p o r  un 
m e c a n i s m o  de h i s t é r e s i s  (BOCK y FRIEDEN, 1978) q u e  h a g a  q ue se 
c o m p o r t e  c o m o  si fu es e  o t r a  e n t i d a d  o f o r m a  p r o t e l c a .  E s t o s  
r e s u l t a d o s  e s t a r i a n  de a c u e r d o  con lo o b t e n i d o  p o r  e l e c t r o -  
fo re s i s  y c r o m a t o g r a f i a  de gel y de c a m b i o  iônico.
N o  olvideroos q ue p u e d e  ser q u e  r e a l m e n t e  e x i s t a n  d o s  formas 
i s o e n z i m â t i c a s ,  u n a  de las c u a l e s  n o  sea d e t e c t a b l e  p o r  el m é t o d o  
e m p l e a d o  p o r  n o s o t r o s  de c o r t a d o  de gel en e l e c t r o f o r e s i s , e s t a n d o  
p o r  d e b a j o  de los l i m i t e s  d e  d e t e c c i ô n  d e  la c o n c e n t r a c i ô n  e n z i m â t ^  
c a .
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3.2. E f e c t o  de i n s e c t i c i d a s  o r g a n o c l o r a d o s  s o b r e  la a c t i v i d a d  de la
P I R U V A T O Q U I N A S A  DE PIE DE M E J I L L O N  (M y T I LU S  E D U L I S  L.).
3.2.1. EXPLORACION DE LOS NIVELES DE INSECTICIDAS ORGANOCL&RADOS EN 
DIVERSOS ORGANOS DE MEJILLON,
Antes de comenzar el estudio del efecto de diverses insec 
ticidas organoclorados sobre la piruvatoquinasa, se ha estimado con 
veniente hacer una exploracidn de los posibles niveles de estos corn 
puestos, en mejillôn entero y distintos drganos del mismo.
Con varios drganos de mejilldn; hepatopâncreas, manto, 
branquias y pie, asf como en el animal entero se prepararon los ex- 
tractos para la determinaciôn de la posible presencia de insectici­
das organoclorados, por la técnica de cromatografia gas-liquido, se 
gûn se indicô en el apartado correspondiente de Material y Métodos 
(2 .2 .1 2.).
Como el fin nuestro, no consiste en la determinaciôn del 
contenido de insecticidas organoclorados en el mejilldn, ni en la 
estimacidn de residues de estos compuestos en el mencionado bivalvo, 
en diferentes zonas de localizaciôn de estos moluscos, se ha tornado 
una muestra al azar de las usadas en nuestros experimentos, con el
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fin de establecer si el contenido de estos compuestos pudiese afec 
tar la actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa.
En la figura 30 se muestran los cromatogramas correspon­
dientes à los ôrganos mencionados del mejillôn y al animal entero, 
y también los cromatogramas correspondientes a extractos de dichos 
ôrganos con adiciôn de insecticidas organoclorados.
Los perfiles cromatogrâficos para los distintos ôrganos, 
asi como para el mejillôn entero son cualitativamente similares, 
variando lôgicamente la intensidad de la respuesta cromatogrâfica 
(intensidad de los picos). Unicamente existe un pico claro y dife­
rente en el cromatograma correspondiente al pie, que posiblemente 
pueda ser debido a una sustancia colorante que da la tonalidad que 
presentan los extractos de este ôrgano, ya que una vez realizada la 
purificaciôn de los extractos con columna de florisil (2.2.12) no 
aparece en los cromatogramas del pie.
Para una primera aproximaciôn en la identificaciôn de la 
naturaleza de estos picos cromatogrâficos, se realizaron inyeccio- 
nes de soluciones patrôn de diverses insecticidas organoclorados 
(figuras 30 y 31) unas posteriores a la inyecciôn de la muestra y 
otras conjuntamente con ella, comprobândose en estos casos la super 
posiciôn de los picos correspondientes. De esta forma se pudo obse^ 
var la posible presencia en pie de mejillôn de aldrin, dieldrin y 
lindano (figura 31), encontrândose ademâs que una mâxima acumulaciôn 
de estos compuestos corresponde al hepatopâncreas y una minima a las
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Figura 30 - Cromatogramas de identificaciôn de insectic^ 
das organoclorados en diverses ôrganos de 
mejillôn (Mytilus edulis L.)
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Figura 31 - Cromatogramas de identificaciôn insecticidas 
organoclorados en pie de me jillôn ('Wyttlus edulis
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branquias, datos que estân de acuerdo con los encontrados en los ex 
perimentos realidos por ROBERTS (1972) referentes a la forma de cap 
taciôn de estos insecticidas del medio y lugares principales de acu 
mulaciôn en su organisme.
Basados en estos experimentos previos, se procediô a la 
determinaciôn cuantitativa en pie de mejillôn de los insecticidas 
organoclorados, utilizSndo muestras purificadas y empleando los pa- 
râmetros operatorios senalados en 2.2.12.
Para su determinaciôn e identificaciôn se inyectaron mues 
tras de extractos de pie de mejillôn y muestras patrôn de concentra 
ciôn perfectamente conocida que contenfan diverses insecticidas or­
ganoclorados; -hexaclorociclohexano, y-hexaclorociclohexano, 
heptacloro, heptacloroepôxido, dieldrin, aldrin, DDE, p,p'-DDT y 
TDE.
De esta forma se pudo identificar y determinar el conte­
nido en pie de mejillôn de aldrin (figura 32) eluido con hexano en 
la fracciôn F-1 de la columna de florisil y el lindano (figura 33) 
eluido con hexano-eter en la fracciôn F-2 de dicha columna (2.2.12).
Por comparaciôn de las âreas de los picos en la muestra 
patrôn y en las muestras problema, se determinô la cantidad de insec 
ticida organoclorado acumulado por el pie de mejillôn, refiriendo es 
ta cantidad a gramo de tejido fresco. La cantidad detectada de aldrin 
en pie de mejillôn es de 0.03 ^ g / g . de tejido fresco (ppm.) y la de
H2.
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Figura 32 - Cromatogramas correspondientes a la fracciôn 
FI de pie de mejillôn (Mytilus edulis L.J y so 
luciôn patrôn de diverses insecticidas orga­
noclorados.
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noclorados .
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lindano 0,05 g/g. de tejido fresco (ppm.), valores metios corres­
pondientes a tres determinaclones.
Como cada gramo de pie de mejillôn, podrîa coitener 0,05 
ppm. como mâximo de insecticida organoclorado, la cantlcad présente 
en el extracto enzimâtico usado en las determinaclones ce actividad 
enzimâtica ( 50 yu.1.) corresponderïa a 0,0002 ppm, cantodad que pue 
de considerarse despreciable trente a la puesta por nosctros en cu- 
beta en los ensayos realizados.
Se tiene evidencia segûn SIMAL y col. (1971) } BOADO y 
col. (1975), que los moluscos, sobre todo el mejillôn sm capaces 
de concentrer al menos 1000 veces el contenido en dieldifn de las 
aguas en que viven; experimentos llevados a cabo por estes autores 
en los que pudieron comprobar que para concentrâtiones iicluso tan 
bajas como décimas de partes por billôn, en el medio amblente, los 
moluscos llegan a acumular varias ppm. en pocos dfas, les lleva a 
poder emitir tal conclusiôn.
Los mismos autores han podido comprobar la fuertg resis- 
tencia de estos moluscos a la eliminaciôn del dieldrin ei mejillo- 
nes contaminados y que ésta aunque es posible, requiere )astante 
tiempo, ya que durante su periodo de observaciôn (algo mis de dos 
meses), no sôlo no desapareciô totalmente la contaminacim sino que 
se mantuvo en un cierto nivel.
Estas consideraciones juntamente con la existercia de insec
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ticidas organoclorados en mejillôn subrayan la importancia que pue­
de tener la investigaciôn del efecto sobre el metabolismo animal, 
en este caso concreto el mejillôn, de estos insecticidas organoclo­
rados que en condiciones extremes pueden acumularse en cantidades 
taies que ejerciesen "in vivo" algunas alteraciones metabôlicas.
3.2.2. INVESTIGACION DE LA INFLUENCIA DE INSECTICIDAS ORGANOCLORA­
DOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA.
Empleando las condiciones de ensayo ya especificadas (2. 
2.13), se estimô la influencia de diverses insecticidas organoclora 
dos sobre la actividad de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn. El 
insecticida organoclorado se anadïa a la mezcla de reacciôn en un 
pequeno volurnen de un disolvente orgânico.
Es conocido (ANDERS, 1968), la influencia que algunos de es 
tos disolventes orgânicos ejercen sobre la actividad de diferentes 
enzimas, por lo que se realizaron experimentos para determinar el 
posible efecto del disolvente sobre la actividad de la piruvatoqui­
nasa .
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3.2.2.1. Efecto del disolvente.
El disolvente usado en principio fue la acetona. A la me£ 
cia de reacciôn preparada segûn se indicô en el apartado de determ^ 
naciôn de la actividad enzimâtica, se anade acetona en cantidades 
que varlan de 0,025 mM. a 0,5 mM. y con concentraciôn fija y satu­
rante de PEP.
Los resultados ponen de manifiesto que el efecto que la 
acetona ejerce sobre la actividad de la enzima es el mismo a partir 
de una concentraciôn 0,025 mM.
Fijada de esta manera una concentraciôn de acetona, se 
estudiô su efecto a varias concentraciones de PEP (0,05 mM a 1,5 
mM.) con extracto crudo y extracto parcialmente purificado, observân 
dose en los dos casos un comportamiento similar.
La figura 34 muestra el efecto de la acetona sobre la pi­
ruvatoquinasa de pie de mejillôn en extracto parcialmente purifica­
do (comprobândose el mismo efecto en 5 experimentos). Aunque este 
efecto no es muy pronunciado, se puede observer que la acetona influ 
ye tanto en el valor de la velocidad mâxima como en el de la Kg^ g 
para PEP, observândose ademâs un efecto activador a altas concentra- 
ciones de PEP y un efecto inhibidor a bajas concentraciones de este 
sustrato.
n0.8
0.6 -
0.2
0,2 0.6 0.8 1.0 1,2 1.4 1.5
PEPmM
1/V
2 3 5 6c
PEP mM'
Figura 34 - Efecto de la acetona en la actividad de la 
piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilus 
edulis L.)
O Control (PEP)
A En presencia de Acetona
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Pensando en la posible existencia en el extracto de una 
acetona reductasa, que en las condiciones en que se encuentra acti- 
vada pudiese actuar:
NADH + h'*' + acetona  ► NADH"'" + CH^-CHOH-CH^ 6 un
producto de ulterior reduceiôn, se realizaron pruebas poniendo en la 
mezcla de reacciôn todos los productos a las mismas concentraciones 
indicadas (2.2.2.) excepto PEP y LDH. En estas condiciones no se pu 
do detectar variaciôn alguna en la absorbancia correspondiente al 
NADH a 340 nm., en el transcurso del tiempo.
Otra posibilidad, aunque muy remota, podîa ser la trans- 
formaciôn de la acetona en un compuesto mâs oxidado con la consi- 
guiente producciôn de NADH, lo que explicarîa la disminuciôn de ac­
tividad encontrada a concentraciones bajas de PEP. Se hicieron ensa 
yos poniendo en cubeta todos los reactivos menos ADP, PEP y sin ex­
tracto enzimâtico en un caso y en presencia de extracto en otro. Nin 
guno de los ensayos diô resultado positive al no observarse varia­
ciôn en la absorbancia debida al NADH en el transcurso del tiempo.
El encuentro de que la g de la piruvatoquinasa varia
con la presencia de acetona, sugiere que el mecanismo no puede ser 
explicado por un sencillo incremento en la cantidad de enzima con 
las mismas propiedades cinéticas, quizâs debido a alteraciones es- 
tructurales inducidas por la acetona.
Una posible explicaciôn aceptable a esto, podria ser el
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sugerir coimo ANDERS (1968) la presencia de isoenzimas con diferen­
tes propiedades cinéticas. Sin embargo este no es el caso en nues­
tros ensayos ya que no se ha detectado en nuestros experimentos, la 
existencia de formas isoenzimâticas de piruvatoquinasa de pie de me 
jillôn (3.1.4.).
Como ya conociamos el efecto activador ejercido por la 
FbP sobre la piruvatoquinasa, se estudiô el efecto que ejercia la 
acetona en presencia de FbP. Los resultados obtenidos por la presen 
cia de estos dos compuestos sobre la velocidad de reacciôn de la p^ 
ruvatoquinasa se pueden observer en la figura 35.
El hecho de que la FbP cambia la cinética de sigmoidal a 
hiperbôlica manifestando a todas las concentraciones de PEP un aumen 
to de la actividad de la piruvatoquinasa, pero incluso un aumento ma 
yor a aquellas concentraciones en que la acetona inhibe, y dado ade 
mâs que la acetona aumenta el perfil sigmoidal de la curva de satu- 
raciôn de PEP, sugerîa que los dos compuestos, producen sus efectos 
de una forma diferente.
Por otro lado si la acetona y la FbP actuasen de una for­
ma similar no séria posible producir un aumento adicional con FbP 
en presencia de la concentraciôn de acetona que da la mâxima activi^ 
dad. En nuestro caso la FbP es capaz de activar la piruvatoquinasa 
en presencia de acetona, lo que indica que la activaciôn producida 
por la FbP y la acetona tienen que obedecer a mecanismos diferentes.
/«o
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Figura 35 - Representaciones de Michaelis-Menten para la 
actividad de piruvatoquinasa en presencia de 
distintos efectores en pie de mejillôn
(Mytilus edulis L.)
e Control (PEP)
o En presencia de Fructosa-1,6-bifosfato
k En presencia de acetona
A En presencia de Fructosa-1,6-bifosfato y
acetona
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En virtud de estas alteraciones cinéticas provocadas por 
la acetona, que se podria emplear como disolvente del insecticida, 
se decidiô descartar el empleo de este disolvente en los experimen­
tos posteriores a fin de no introducir variables que dificultasen 
la interpretaciôn de los resultados con insecticidas organoclorados, 
En consecuencia se usé el etanol una vez comprobado que en las con­
centraciones que iban a ser utilizadas al emplearse como disolvente 
del insecticida organoclorado, no afectaba las propiedades cinéti­
cas de la enzima.
3.2.2.2. Efecto del aldrin, dieldrin, endrin, lindano y p,p'-DDT.
Los ensayos cromatogrâficos pusieron de manifiesto en pie 
de mejillôn, solamente la existencia de aldrin y lindano. Puesto 
que existen anâlogos estructuraies del aldrin (dieldrin y endrin) 
y otros tipos de insecticidas organoclorados cuyos residuos han si­
do detectados en esta especie animal, en una primera aproximaciôn 
hemos intentado poner de manifiesto el efecto de estos compuestos 
sobre la actividad de la piruvatoquinasa, realizando ensayos "in vi­
tro" a distintas concentraciones de los mismos. Los resultados mues 
tran que a las concentraciones indicadas la piruvatoquinasa es 
inhibida por todos los insecticidas organoclorados ensayados excep­
to el lindano.
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Los resultados se expresan en las figuras 36 y 37 y en la 
tabla VIII, donde se expone la inhibiclôn de la piruvatoquinasa en 
funciôn de la concentraciôn del insecticida organoclorado. Conocido 
el efecto de la cantidad de proteîna en cubeta sobre la influencia 
de estos insecticidas en la actividad de la piruvatoquinasa (véase
3.2.2.3.) se usô en todas las determinaclones una cantidad de extrac 
to enzimâtico dentro de la zona donde es notable la inhibiciôn por 
el insecticida.
La figura 36 (A), indica que el dieldrin a una concentra­
ciôn 0,28 mM. en cubeta, yà ejerce un efecto inhibidor de aproxima- 
damente 50 por 100 y una concentraciôn doble ejerce prâcticamente 
el mismo efecto. La constancia en el poder inhibidor de este com­
puesto a las concentraciones indicadas, podria explicarse por las 
propiedades de solubilidad del compuesto organoclorado, que a par­
tir de una determinada concentraciôn puede producir una saturaciôn 
en la mezcla de reacciôn,siendo entonces accesible a la enzima la 
misma cantidad de este insecticida en ambas concentraciones.
Estos datos nos han conducido a emplear la minima concen­
traciôn que ejerce el mâximo efecto inhibidor en las investigacio- 
nes sucesivas realizadas con este compuesto acerca de su influencia 
sobre las constantes cinéticas de la enzima.
En la grâfica (B) de la figura 36, se expresa el efecto 
del aldrin, mostrando que hasta la concentraciôn de 0,25 mfl. esta 
sustancia ejerce una inhibiciôn creciente sobre la actividad de la
i^3>
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Figura 36 - Efecto de dieldrin (A), aldrin (B) y endrin 
(C) sobre la actividad de piruvatoquinasa 
de pie de mejillôn (Mytilus edulis L.)
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Figura 37 - Efecto de p,p'-DDT sobre la actividad de piru 
vatoauinasa de pie de mejillôn (Mytilus edùlis 
L.)
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TABLA VIII.- EFECTO DEL LINDANO SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PIRUVATOQUINASA DE PIE 
DE MEJILLON.
Protelnas (mg/ml.) Lindano (mM.) PEP (mM.) Actividad residual (%)
0,074 100
0,074 0,17 1,5 98
0,037 -- 1,5 100
0,037 0,17 1,5 98
0,037 0,34 1,5 100
0,037 0,68 1,5 96
0,037 -- 0,15 100
0,037 0,34 0,15 87
enzima-
Con respecto al endrin (esteroisômero del dieldrin), como 
se puede observar en la grâfica (C) de la figura 36, la inhibiciôn 
tambiôn es creciente en funciôn de la concentraciôn y llega a ser 
mâxima a 0,28 mM. y del mismo orden que la encontrada para el diel­
drin, lo que estâ de acuerdo con su analogla estructural.
En la figura 37, se expresa el comportamiento de la piru­
vatoquinasa de pie de mejillôn frente a concentraciones crecientes 
de otro tipo de compuesto organoclorado como es el caso del p,p'-DDT, 
Con este insecticida la mâxima inhibiciôn encontrada corresponde a
186
una concentraciôn de este compuesto de 0,28 mM. con una Intensldad 
de un 90 por 100.
En todos los casos descritos de Inhibiciôn de la enzima 
por los Insecticidas organoclorados mencionados, no fué poslble 
aumentar las concentraclones de éstos para poder Investlgar su efec 
to, debido a limitaciones de solubilidad que provocaban la apariclôn 
de un precipltado en la mezcla de reacciôn que impedia las medldas 
espectrofotométricas de actividad enzimâtica.
Como se ha indicado anteriormente el lindano prâcticaraen 
te no ejerce efecto sobre la actividad de la piruvatoquinasa. Con 
el fin de ahondar algo mâs en el probleraa, se han variado las con- 
centraciones de proteîna, insecticide y PEP en la mezcla de reac­
ciôn. En la tabla VIII, se muestran los resultados obtenidos en es­
tas pruebas.
TABLA IX.- VALORES DE DE DIVERSOS INSECTICIDAS ORGANOCLORADOS PARA PIRUVATO­
QUINASA DE PIE DE MEJILLON.
Insecticida organoclorado
Dieldrin 0,28
Aldrîn 0,25
Endrin 0,27
p,p'-DDT 0,20
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Los valores de es declr las concentraclones de inhi-
bidor que produce el 50 por 100 de inhibiciôn, han sldo calculados 
a partir de las grâficas anteriores. Los valores se expresan en la 
tabla IX, donde se puede observer que el p,p'-DDT tiene el menor va 
lor de IgQ, lo que indica su mayor efecto inhibidor. Los valores co 
rrespondientes a los restantes insecticidas inhibidores de la enzi­
ma que muestran un menor efecto inhibidor son muy similares.
A la vista de los resultados obtenidos, expresados por su 
valor de I^^, es interesante establecer una relaciôn estructura-ac- 
tividad.
La determinaciôn de actividad enzimâtica, ha sido usada 
como medio de evaluaciôn de insecticidas y se ha podido ver la rela 
ciôn entre el efecto producido por algunos insecticidas y su estruc 
tura quimica (SADAR y GUILBAULT, 1971). Estos autores encuentran que la 
hexoquinasa de levadura es inhibida selectivamente por ciertos insec 
ticidas organoclorados, indicando que la enzima tiene un sitio act^ 
vo capaz de distinguir inhibidores quîmicamente similares. Encuentran 
que el DDT es el compuesto organoclorado mâs activo de todos los exa 
minados y que cuando se sustituye en el DDT los âtomos en la posiciôn 
"para" por grupos -O-CH^, se produce un compuesto que manifiesta so 
lamente la mitad del poder inhibidor encontrado con DDT. DDD y DDE 
o manifiestan poder inhibidor, lo que sugiere que la porciôn alifâ 
ica del DDT tiene un papel importante, pues reemplazando un âtomo 
e cloro o eliminando una molécula de HCl y creando un doble enlace, 
las propiedades inhibidoras, disminuyen sensiblemente. Segün los mis
188
mos autores el aldrln inhibe fuertemente a dicha enzima, mostrando 
el dieldrin y endrin menos poder inhibidor debido a la formaciôn 
del epôxido.
Los resultados encontrados por nosotros, indicados ante­
riormente, muestran una gran concordancia con los citados por los 
autores antes mencionados, lo cual parece indicar que el mécanisme 
de la acciôn inhibidora de estos insecticidas organoclorados sobre 
la piruvatoquinasa de pie de mejillôh puede ser anâlogo al que ope­
ra en hexoquinasa de levadura.
3.2.2.3. Efecto de la cantidad de protelna en la inhibiciôn produci- 
da por el dieldrin.
Una vez conocido el efecto de distintos factores que pue- 
den intervenir en la reacciôn enzimâtica, como el efecto del disol- 
vente, concentraciôn de insecticida, y los efectos ya sehalados en 
el apartado 2.2.13. asi como el efecto inhibidor de los insecticidas 
organoclorados sobre la actividad enzimâtica de la piruvatoquinasa, 
ha sido de interés explorar con concentraciones variables de pro­
telna en cubeta, la influencia de una cantidad fija de insecticida 
en las condiciones ôptimas de medida de la actividad enzimâtica.
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Los resultados obtenidos se expresan en las grâficas co- 
rrespondientes en la figura 38 (A), donde se puede observer que a 
una concentraciôn 0,28 mM. del insecticida dieldrin y con cantida- 
des de protelna que varian entre 0,035 mg. y 0,35 mg., a partir de 
una cantidad de 0,175 mg. de protelna en cubeta, el dieldrin a la 
concentraciôn indicada no parece ejercer efecto inhibidor alguno.
Este sorprendente resultado se ha repetido en un segundo 
experimento empleando en vez de extracto crudo como en el caso an­
terior, una fracciôn parcialmente purificada de piruvatoquinasa de 
pie de mejillôn. Los resultados parecen coincidir en llneas généra­
les con los descritos anteriormente, aunque en este segundo caso 
con una cantidad de 0,074 mg de protelna en cubeta ya no se obser­
va efecto inhibidor del insecticida.
Aunque estos resultados requerirlan una investigaciôn mâs 
a fondo, no era el objeto de nuestro trabajo ahondar en este proble 
ma ya que como se ha indicado anteriormente el objeto de estas expe 
riencias consistla en establecer unas condiciones de relaciôn enzi- 
ma-insecticida organoclorado en las cuales fuese observable el efec 
to inhibidor, para en esas condiciones poder estudiar el mecanismo 
de dicho efecto.
La posible interpretaciôn de los resultados obtenidos con 
respecto a la desapariciôn de la inhibiciôn con las cantidades de 
protelna ya indicadas résulta diflcil, ya que no tenemos datos adi- 
cionales que nos ayuden a establecer un razonamiento lôgico. Se po- 
drla indicar en términos générales que dado que el dieldrin presen-
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Figura 38 - Efecto de la cantidad de protelna en cubeta 
 ^ sobre la influencia producida por el dieldrin
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ta grupos con cierta polaridad podrlan ser éstos los responsables 
de una cierta afinidad por determinados grupos polares de las pro­
teinas que condujeran a la formacién de determinados complejos insec 
ticida-proteina, disminuyendo o haciendo desaparecer asi la cantidad 
de insecticida libre susceptible de unirse a los centros actives de 
la mplécula de la piruvatoquinasa objeto de estudio.
Aunque la concentraciôn de proteina en cubeta, podria ser 
considerada despreciable frente a las concentraciones de sustrato e 
inhibidor, hay que tener en cuenta que en el caso de los insectici­
das organoclorados, la concentraciôn activa de estos puede ser tam- 
bién muy baja debido a su escasa solubilidad en medio acuoso,
Sin embargo résulta chocante que cuando se emplea la en­
zima parcialmente purificada la eliminaciôn del efecto inhibidor 
del insecticida se realiza con una cantidad menor de proteina. Es­
tos datos parecen indicar que determinados grupos funcionales de la 
PK tengan de alguna manera mâs afinidad que otras proteinas, si 
bien tampoco se ha de tomar este dato muy en cuenta ya que como se 
indicô en el apartado 3.1.1.4. el grado de purificaciôn de la frac 
ciôn empleada es aproximadamente 4 veces.
Los datos bibliogrâficos consultados en relaciôn con este 
fenômeno descrito sobre la relaciôn cantidad de insecticida-cantidad 
de protelna (enzima) en la mezcla de reacciôn, respecto al efecto 
inhibidor del insecticida han mostrado resultados anâlogos. GUIL­
BAULT y SADAR (1969), estudiando el efecto de diverses insecticidas
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organoclorados sobre la inhibiciôn de lipasas, encuentra que a al- 
tas concentraciones de lipasa el efecto inhibidor del aldrîn dismi- 
nuye un 50 por 100 en relaciôn al obtenido en presencia de m a  can­
tidad diez veces menor de enzima. Sin embargo estos autores no dan 
una explicaciôn fîsico-qulmica de tal fenômeno.
3.2.3. EFECTO DEL DIELDRIN EN LOS PARÂMETROS CINETICOS DE LA ENZIMA.
De los insecticidas detectados por nosotros en pie de 
mejillôn: aldrîn y lindano, es el aldrîn el que manifiesta poder 
inhibidor frente a la piruvatoquinasa de este ôrgano. Por tanto sé­
ria lôgico realizar el estudio de la influencia de este compaesto 
en la cinética de esta enzima. Sin embargo hemos elegido el iiel- 
drîn para realizar las citadas investigaciones por varias razones:
1.- La mayor parte de los trabajos realizados con inseotici- 
das organoclorados ciclodiénicos, citados en la bioliogra 
fia, sobre el metabolismo de carbohidratos se han realiza 
do utllizando dieldrin (1.5.2.). Nuestros resultaios con 
dieldrin podrian cooperar a un mejor esclarecimienro de
f este tema.
2.- Por su analogla estructural con el aldrîn lo que piede
■%:;
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presuponer un mecanismo de acciôn sobre la enzima similar 
al que pudiera ejercer el aldrîn (siendo su acciôn extra- 
polable a la acciôn de otros compuestos ciclodiénicos).
3.- Por ser el dieldriij; el epôxido del aldrîn y en base a la 
sugerencia de SOLOWAY (1965) que indica que son los ep6x_i 
dos los compuestos activos (respecto a su acciôn insecti­
cida) y que aquellos compuestos que pueden ser epoxidados 
manifiestan también acciôn insecticida.
4.- Finalmente, ha sido de interés investigar el efecto del 
dieldrin sobre la enzima en estudio, siguiendo una llnea 
de investigaciôn anteriormente comenzada en la Câtedra de 
Quimica (Facultad de Veterinaria de Madrid) en la que es 
el dieldrin el insecticida organoclorado empleado en un 
estudio sobre la acumulaciôn de este compuesto en organos 
de polio.
3.2.3.1. Tipo de inhibiciôn producida por el dieldrin.
Seleccionado el dieldrin por las razones ya indicadas se 
ha procedido al estudio de su efecto sobre la piruvatoquinasa de pie 
de mejillôn en funciôn de la concentraciôn de PEP y con el fin de
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establecer el tipo de inhibiciôn producido por este compuesto en 
nuestros ensayos "in vitro".
Los resultados expuestos en la figura 39, indican que la 
inhibiciôn producida por este compuesto es de tipo no competitivo. 
La presencia de dieldrin no afecta el valor de la Kg^ g de la enzi­
ma respecto al sustrato PEP.
Por lo tanto el efecto del dieldrin es un efecto alosté- 
rico, ya que el caso de inhibiciôn no competitive en un sistema 
unireaccionante puede considerarse el ejemplo mâs simple de aloste- 
rismo (FROMM, 1975).
En la grâfica (B) de la figura 39, se han tomado aquellos 
valores de PEP y velocidad mâxima que corresponden a la zona no sig^  
moidal de la curva, como lo hemos hecho anteriormente en los expé­
rimentes de caracterizaciôn de la enzima y del estudio del efecto 
de la alanina.
3.2.3.2. Efecto conjunto de dieldrin y Fructosa-1,G-bifosfatp.
Conocido el efecto que la presencia de FbP ejerce sobre 
la inhibiciôn producida por alanina, se realizaron experimentos pa-
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Figura 39 - Efecto del dieldrin en la actividad de la 
piruvatoquinasa de pie de mejillôn (Mytilw. 
edulis L.)
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ra comprobar la posible influencia que este activador pudiera ejejr 
cer a su vez sobre el efecto producido por el dieldrin.
En la figura 40, se puede observar que el dieldrin inhibe 
no competitivamente a la enzima y la presencia de FbP no anula com- 
pletamente esta inhibiciôn, incluso a una concentraciôn de FbP cua- 
tro veces superior a la que anula la inhibiciôn producida por alan^ 
na.
La velocidad mâxima en presencia de dieldrin disminuye 
respecto al control y cuando junto con el dieldrin se anade FbP 
(0,4 mM.) no desaparece este efecto sobre la velocidad mâxima. La 
presencia de FbP no influye prâcticamente sobre la velocidad mâxima 
en presencia del insecticida.
Estos datos permiten deducir que el efecto del dieldrin 
sobre la enzima es completamente independiente y parece obedecer a 
un mecanismo distinto al de la FbP como es lôgico esperar dadas las 
I diferencias quimico estructurales de estos dos compuestos quimicos 
tan dispares.
Para poder observar si la presencia del dieldrin afecta 
de alguna manera el comportamiento cinético de la enzima en presen­
cia de FbP, se han determinado las Kg^  ^en presencia de FbP y de 
este compuesto mâs dieldrin. Los datos encontrados ponen de manifie^ 
to una gran similitud entre ambos valores de Kg^ g, ya que en presen 
— cia de FbP la Kg^ g para PEP tiene un valor de 0,065 mM. y en presen
1/V
PEP mM
Figura 40 - Efecto del dieldrin y de dieldrin en presen 
cia de Fructosa-1, 6-bio f os fa to en la activ_i 
dad de la piruvatoquinasa de pie de mejillôn 
(Mytilus edulis L.)
O Control (PEP)
A En presencia de dieldrin
A En presencia de dieldrin y Fructosa-1,6- 
-bifosfato.
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cia de dieldrin mâs FbP el valor es de 0,070 mM.
3.2.3.3. Efecto de dieldrin en presencia de alanina y de alanina y 
fructosa-1,6-bifosfato.
El estudio de la influencia de otros efectores sobre la
actividad de la piruvatoquinasa en presencia de dieldrin reviste
gran interës en orden a comprobar si este insecticida actûa por el 
mismo mecanismo que los otros compuestos.
La alanina como es conocido y ya se ha indicado en nues­
tros resultados es un potente efecto negative de la piruvatoquinasa, 
razôn por la cual se ha estudiado su efecto en presencia del insect_i 
cida dieldrin.
La tabla X muestra los resultados obtenidos de varios en­
sayos realizados en las condiciones indicadas.
Los resultados expuestos en la tabla X corresponden a ex­
perimentos realizados con una cantidad mâxima de protelna en cubeta 
de 0,05 mg., una concentraciôn fija de FbP (0,4 mM.), de alanina
(2 mM.) y una concentraciôn fija y saturante de PEP (1,5 mM).
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TABLA X.- EFECTO DE LA ADICION DE DIELDRIN SOBRE LA PIRUVATOQUINASA DE PIE DE 
MEJILLON EN PRESENCIA DE OTROS EFECTORES.
Efectores Actividad ( D.O./min.) Inhibiciôn (%)
0,052
FbP 0,056
Alanina 0,027
Alanina + FbP 0,056
Dieldrin 0,015
Dieldrin + FbP 0,028
0,046
Dieldrin + alanina 0,014
Diel. + Alan. + FbP 0,017
48
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50
70
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3.2.4. EFECTO DEL TTEMPO DE CONTACTO DEL DIELDRIN CON LA ENZIMA A 
DIFERENTES TEMPERATURAS.
Se utilizaron diferentes medios en presencia de 2-mercap- 
toetanol 3 mM. y 6 mM, y glicerol 30 por 100 (v/v), compuestos que 
como ya se ha indicado, actûan de forma positiva en el mantenimiento
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de la estabilldad de la enzima, y en ellos se mantuvo el extracto 
enzimâtico a las temperatures de + 20°C, + 4°C y - 20°C (congelado).
Para las medidas de - 20*C, para evitar alteraciones es­
tructurales de la enzima por congelado y descongelado del medio, se 
pusieron tantos tubos como medidas a realizar. La proporciôn de die^ 
drîn se puso de tal manera que al tomar una alicuota fuese en ella 
el insecticida organoclorado en la cantidad fijada en los ensayos 
enzimâticos en presencia de dieldrin, asi como también la cantidad 
de protelna.
Los resultados de este efecto de la temperature y el tiem 
po de contacte se pueden ver en las figuras 41, 42, 43 y 44, que 
corresponden a los cuatro medios utilizados y que se muestran en 
las grâficas correspondientes, expresadas como tanto por ciento de 
actividad residual, correspondiendo el cien por cien a una muestra 
sin incubar medida inmediatamente a la preparaciôn del extracto en- 
zimâtico.
El efecto de la temperatura sobre la estabilldad de la 
enzima puede résultat tan sorprendente que requiere una disecciôn 
para su estudio con respecto a cada una de las temperaturas ensa- 
yadas.
+ 20°C.
Los resultados a + 20°C en presencia de dieldrin en los 
cuatro medios que se indican en las figuras 41, 42, 43 y 44, parece
0^1
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50
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Itoo
s
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200 600 1000 TIh)800
Figura 41 - Efecto del tiempo de contacte del dieldrin
con la enzima, mentanidos en Tris-HCl 50 mM, 
pH 7,5, EDTA 1 mM.
o Control
Û En presencia de dieldrin
100
50
400 T(h)300200too
6 ®C
50
tOOO T(h)800600400200
-20 ®Ctoo
1000 Ttht800600200
Figura 42 - Efecto del tiempo de contacte del dieldrin
con la enzima, mantenidos en Tris-HCl 50 mil., 
pH 7,5, EDTA 1 mM y 2-mercaptoetanol 3 mM,
o Control
à En presencia de dieldrin
100
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300200too
■ i 100
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800600200
- 2 0  °C100
50
800too 600200
Figura 43 - Efecto del tieirpo de contacte del dieldrin
con la enzima, mantenidos en Tris-HCl 50 iruM. 
pH 7,5, EDTA 1 mil, y 2-mercaptoetanol 6 mil.
O Control
A En presencia de dieldrin
100
100 200 300
.1 100
Z 50
200 400 800600
too
50
200 400 600 BOO 1000 Tth)
Figura 44 - Efecto del tiempo de contacte del dieldrin
con la enzima, mantenidos en Tris-HCl 50 mfl. , 
pH 7,5, EDTA 1 itif-l., y glicerol 30 %(v/v).
o Control
à En presencia de dieldrin
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mostrar que el efecto del dieldrin es el inhibidor referido ante­
riormente, puesto que aproximadamente desde los primeros tiempos de 
contacto de la enzima con el dieldrin se mantienen las mismas dife­
rencias de actividad con respecto a los contrôles. Si ademâs de es­
te efecto inhibidor hubiese un efecto inactivador de la enzima per 
el insecticida las representaciones de los datos en ausencia y en 
presencia de dieldrlan dorian lineas que no serian paralelas, lo 
cual en lineas générales no parece ser el caso.
+ 4°C.
El efecto del dieldrin a la temperatura de + 4°C y en fun 
ci6n del tiempo de contacto enzima-insecticida llama poderosamente 
la atenciôn, ya que en todas las condiciones ensayadas no parecen 
existir diferencias significatives entre actividades residuales de 
la enzima tratada con dieldrin y las muestras contrôles. Estos he- 
chos parecen indicar que a esa temperatura la presencia del dieldrin 
con extracto enzimâtico no afecta aparentemente la estabilidad ni 
la actividad enzimâtica.
Este hecho podria explicarse en base a que a + 4“C el die^ 
drin de alguna manera pierde su poder inhibidor, bien por una alte- 
racidn de su estructura quimica (lo cual no parece ser probable dada 
la estabilidad de estos compuestos organoclorados) o por una menor 
disponibilidad de enzima activo sobre el que actuar.
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- 20°C.
Mâs sorprendente aûn résulta el hecho observado cuando se 
mentlene la enzima en presencia de dieldrin a la temperatura de 
- 20°C. La actividad residual encontrada en funciôn del tiempo de 
conservaciôn de la enzima es mayor en presencia de dieldrin que en 
su ausencia. Este hecho parece indicar que el dieldrin favorece de 
alguna manera una estructura enzimâtica mâs astable o desenmascara 
centros activos como parece deducirse de la divergencia de las lineas 
correspondientes a la representaciôn de los valores control y en pre^  
sencia del dieldrin con el tiempo.
4. Co n c l u s lONES
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CONCLUSlONES:
En el présenta trabajo se han investigado los niveles de 
la piruvatoquinasa de pie de mejillôn en relaciôn con los que pre- 
sentan otros ôrganos del citado molusco, asi como las variaciones 
estacionales de esta enzima a lo largo del ano. Asi mismo se ha in­
vestigado el comportamiento cinético y la posible presencia de for 
mas isoenzimâticas.
Por otra parte se ha estudiado la influencia de varios 
insecticidas organoclorados sobre la actividad de esta enzima de 
pie de mejillôn.
Las conclusiones obtenidas son las siguientes:
1.- Los niveles de actividad piruvatoquinâsica de pie de meji 
llôn expresados en actividad especifica muestran que en 
este ôrgano son notablemente superiores a aquellos que 
exhiben el manto y el hepatopâncreas.
2.- La enzima présenta variaciones estacionales en sus nive­
les a lo largo del ano, alcanzando los mâs altos en julio.
Este fenômeno puede estar relacionado con el ciclo repro- 
#
ductor del animal y con la disponibilidad de alimento.
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3.- La enzima, parcialmente purificada por el tratamiento con 
sulfato amônico y posterior diâlisis, muestra frente al 
pH una zona de mâxima actividad comprendida entre los va­
lores de 7,0 - 7,5. Con respecto a la estabilidad al pH 
dicha enzima es estable durante 15 minutes a 37C en un 
margen comprendido entre 7,0 - 9,0.
4.- El estudi de la actividad enzimâtica frente a la tempe­
ratura ha permitido determinar el valor de la energîa de 
activaciôn de Arrhenius, resultando ser de 5.500 cal por 
mol (23.000 J por mol), asi como el coeficiente de tempe­
ratura que alcanza un valor medio de 1,4.
5.- La piruvatoquinasa objeto de estudio, présenta cooperati- 
vidad positiva respecto al sustrato PEP como se pone de 
manifiesto poe el valor del coeficiente de Hill (h = 1,6)
y por la curvatura de la representaciôn de Lineweaver-Burk, 
asi como por el valor de Rs. En relaciôn con estos estudios 
cineticos se ha estimado un valor de Kgg g de 0,132 mM.
6.- Con respecto a las propiedades reguladoras de esta enzima, 
se ha encontrado activaciôn por FbP e inhibiciôn por ala­
nina y ATP. La FbP provoca un cambio en la cinética de 
sigmoidal a hiperbôlica, variando el coeficiente de Hill 
de 1,60 a 1,08, y alterando el valor de Kg^ g de 0,132 mM. 
a 0,065 mM. La alanina por el contrario aumenta la coope-
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ratividad del sustrato PEP elevando el coeficiente de 
Hill a h = 2,10 y la Kg^ g a 0,370 mM.
7.- Tanto la activaciôn que experiments la enzima por FbP co­
mo la inhibiciôn por alanina y ATP son dependientes del 
pH. El efecto activador de la FbP y el inhibidor de la 
alanina y ATP resultan mâs acusados al pH mâs bajo ensa- 
yado (6,5).
8.- La investigaciôn de posibles formas isoenzimâticas de pi— 
ruvatoquinasa de pie de mejillôn, no ha permitido detec- 
tar isoenzimas, aplicando las técnicas de croraatografla 
en columna con gel de Sephadex G-150, DEAE-Sephadex A-50 
y por electroforesis en gel de poliacrilamida, asi como 
mediante el estudio de la curva de inactivaciôn térmica
a temperatura constante.
9.- Investigado el efecto de un conjunto de insecticidas orga 
noclorados sobre la actividad de la enzima en ensayos "in 
vitro", se ha puesto de manifiesto, que aldrin, dieldrin, 
endrin y p,p'-DDT presentan acciôn inhibidora. El lindano 
por el contrario no ejerce en los ensayos realizados efec 
to alguno.
10.- El dieldrin inhibe la enzima de forma no competitiva con 
un valor de = 0,4 mM. La presencia de FbP a concentra­
ciones incluso cuatro veces superiores a la que anula el
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efecto de la alanina, no suprime el efecto inhibidor produci- 
do por el dieldrln. El efecto conjunto de alanina mâs dieldrîn 
es aproximadamente igual al ejercido por el dieldrîn
11.- En resumen, se puede concluir globalmente, que la piruvato- 
qulnasa de pie de mejillôn manifiesta propiedades similares a 
las encontradas por otros autores en manto y mûsculo aductor, 
con la salvedad de presenter una mayor afinidad por el sus- 
trato PEP, por le cual poedemos establecer que esta enzima 
se puede incluir dentro de la clase isoenzimâtica "L", pré­
sente en hlgado de mamîfero.
La presencia de insecticides organoclorados en mejillôn per- 
mite deducir una posible alteraciôn en el metabolismo glucî- 
dico por estos compuestos, habide cuenta el efecto inhi­
bidor ejercido por los citados insecticidas organoclorados 
sobre la actividad de esta piruvatoquinasa en ensayos reali- 
zados " in vitro".
5, B i b l i o g r a f Ia .
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